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F, ENT COOPERATION TREA*. 

From the INTERNATIONAL BUREAU 


PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) i 
16 July 2001 (16.07.01) 




International application No. 
PCT/EPOO/09245 


Applicant's or agent's file reference 
0050/050777 


International filing date (day/month/year) 

21 September 2000 (21 .09.00) 


Priority date (day/month/year) 

01 October 1999 (01.10.99) 


Applicant 

LERCHL, Jens etal 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

21 April 2001 (21.04.01) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | was 

□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





Authorized officer 


The International Bureau of WIPO 


34, chemin des Colombettes 


Charlotte ENGER 


1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



EP0009245 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUF^l GEBIET DES PATENTWESEN^ 

PCT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
0050/050777 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/09245 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

21/09/2000 


(FrCihestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

01/10/1999 


Anmelder 

BASF AKTIENGESELLSCHAFT 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde ersteilt und wird dem Anmelder gemaG 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _5 Blatter. 

|X| Dariiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefOhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
[X| in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

[X| zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

[ | bei der Behbrde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

[ | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

{ J Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

[ | Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



2. [X] Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfmdung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der BehoYde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der BehoYde festgesetzt. Der 
| I Anmelder kann der BehoYde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Steltungnahme voriegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verOffentlichen: Abb. Nr. _1 



[X] wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALEFLfiECHERCHENBERICHT 




tionales Aktenzeichen 



PCi/EP 00/09245 



A. KLASSIF1ZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/82 C12N9/00 C12N15/52 G01N33/53 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoft (Klassitikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestpriifstoff gehorende Veroffentlichungen. sowert diese unter die recherchierlen Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , EMBL, WPI Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlicriung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



DATABASE EMBL 'Online! 

ACCESSION NO: F14426, 

20. Juli 1995 (1995-07-20) 

MORRIS, P.C., ET AL. : "A. thai i ana 

transcribed sequence; clone YAY969; 3' 

end; similar to GMP Synthase; 

Saccharomyces cerevi s i ae . " 

XP002167639 

das ganze Dokument 

DATABASE EMBL 'Online! 

ACCESSION NO: AW041228, 

17. September 1999 (1999-09-17) 

D'ASCENZO M. , ET AL. : "EST284092 tomato 

mixed elicitor, BTI Lycopersicon 

esculentum cDNA clone" 

XP002167640 

das ganze Dokument 

-/- 



LH 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamiiie 



9 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
'A' Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnikdefiniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 



afleres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 



Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Phorttatsansprvct) zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchen benefit genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

*0* Veroffentlichung. die sich auf eine mundliche Offenbarung. 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
■P* Veroffentlichung. die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

•X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht ais neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

■Y* Verdffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Verfiffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fQr einen Fachmann naheliegend ist 

Verdffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamiiie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



17. Mai 2001 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



31/05/2001 



Name und Postanschrift der Internationalen RecherchenbehSrde 
Europ&isches Patentamt, P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tet. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevolimachtigter Bediensteter 



Maddox, A 



Formblatt PCT/ISA^10 (Blatt 2) (Juli 1992) 
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f 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHEEE UNTERLAGEN 



■heRe u 



Internationales Aktenzeichen 

PC Igm 00/09245 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



x 

A 

P,X 



P,X 



EP 0 927 761 A (BASF AG) 
7. Juli 1999 (1999-07-07) 
SEQ ID NOS:10 und 11 



DATABASE EMBL 'Online! 
ACCESSION NO: AC011622, 

11. Oktober 1999 (1999-10-11) 

LIN, X., ET AL.: "Arabidopsis thallana 
chromosome 1 BAC F24D7 genomic sequence, 
complete sequence. " 
XP002167641 

/product="GMP synthase; 61700-64653" 

DATABASE EMBL 'Online! 

ACCESSION NO: AW127061, 

24. Oktober 1999 (1999-10-24) 

QUATRANO, R. , ET AL.: " ga20f03.yl Moss 

EST library PPU Physcomitrella patens cDNA 

clone PEP_SOURCE_ID:PPU021506 5' similar 

to TR:066601 066601 GMP SYNTHASE. ; ,mRNA 

sequence. " 

XP002167642 

das ganze Dokument 

US 5 780 254 A (SUBRAMANIAN VENKITESWARAN 
ET AL) 14. Juli 1998 (1998-07-14) 
das ganze Dokument 

US 5 780 253 A (SUBRAMANIAN VENKITESWARAN 
ET AL) 14. Juli 1998 (1998-07-14) 
das ganze Dokument 

WO 95 27789 A (SYNTEX INC) 
19. Oktober 1995 (1995-10-19) 
das ganze Dokument 

WO 98 10074 A (BASF AG ;LERCHL JENS (DE); 
SONNEWALD UWE (DE); BADUR RALF (DE); SC) 

12. Marz 1998 (1998-03-12) 
das ganze Dokument 
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1,3-12 



1-12 



1-12 



1-12 



1-12,16 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentlichungen, die zi^flfcen Patentfamilie gehoren 


Internationales Aktenzeichen 

PC^ 00/09245 


Im Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 


Datum der 
Veroffentlichung 


Mitglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum der 
Veroffentlichung 



EP 0927761 A 07-07-1999 CN 1227870 A 08-09-1999 

CN 1283229 T 07-02-2001 

W0 9933993 A 08-07-1999 

EP 1040193 A 04-10-2000 

JP 11243975 A 14-09-1999 



US 5780254 A 14-07-1998 KEINE 

US 5780253 A 14-07-1998 KEINE 



W0 9527789 A 19-10-1995 US 5965350 A 12-10-1999 

AU 2233095 A 30-10-1995 

US 5789216 A 04-08-1998 

US 5998186 A 07-12-1999 



WO 9810074 A 12-03-1998 AU 4553097 A 26-03-1998 

BR 9711658 A 24-08-1999 

EP 0927246 A 07-07-1999 

JP 2001500008 T 09-01-2001 



WO 9927119 A 03-06-1999 AU 1963999 A 15-06-1999 

BR 9815035 A 03-10-2000 

CN 1280623 T 17-01-2001 

EP 1034284 A 13-09-2000 

ZA 9810771 A 26-05-1999 



WO 9619576 A 27-06-1996 



US 


5519125 A 


21-05- 


1996 


us 


5688939 A 


18-11- 


1997 


AU 


697094 B 


24-09- 


1998 


AU 


4342896 A 


10-07- 


1996 


CA 


2207024 A 


27-06- 


1996 


EP 


0813599 A 


29-12- 


1997 


FI 


972549 A 


18-06- 


1997 


JP 


10510714 T 


20-10- 


1998 


US 


5882869 A 


16-03- 


1999 



Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie){Juli 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



gegMrst 

:N9/00 



Internationales Aktenzelchen 



A. KLASSIRZIERUNG DES ANMELDUNGSGEOWSSTANDES 

IPK 7 C12N15/82 C12N9/00 C12N15/52 G01N33/53 



Nach der Internationalen Patentklassifikalion (IPK) odernach der nationalen Klassifikation und der IPK 



00/09245 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestpriifstoff (KlassifiKationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N G01N 



Recherchierte aber ni'cht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierlen Gebfete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte eiektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , EMBL, WPI Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspmch Nr. 



DATABASE EMBL 'Online! 

ACCESSION NO: F14426, 

20. Juli 1995 (1995-07-20) 

MORRIS, P.C., ET AL.: "A. thai i ana 

transcribed sequence; clone YAY969; 3' 

end; similar to GMP Synthase; 

Saccharomyces cerevisiae." 

XP002167639 

das ganze Dokument 

DATABASE EMBL 'Online! 

ACCESSION NO: AW041228, 

17. September 1999 (1999-09-17) 

D'ASCENZO M., ET AL.: "EST284092 tomato 

mixed elicitor, BTI Lycopersicon 

esculentum cDNA clone" 

XP002167640 

das ganze Dokument 

-/-- 



0 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
'A* Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technikdefiniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E' atteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

■L* Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O' Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

'P' Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



T Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koliidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

*X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



17. Mai 2001 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



31/05/2001 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
EuropSisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Maddox, A 



Formblatt PCT/iSA/210 (Btatt 2) (Juli 1992) 
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OS 



VERTRAGUB, 



I BEB C 
IK 



DIE INTERNATIONALE ZUSA 
M GEBIET DES PATENTWES 



JM ARBEIT 



PCT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

0050/050777 



WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

'"2 Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 

VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/09245 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

21/09/2000 



(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

01/10/1999 



Anmelder 



BASF AKTIENGESELLSCHAFT 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen BQro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt_5 Blatter. 

[Xj DarOber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefOhrt worden, in der sie elngereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| I Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefOhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefOhrt worden, das 

(X| in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

|~X~[ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| [ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der BehSrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| I Die Erklarung, daI3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 

— internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. |X) Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. £J Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|X| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[ ^ wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich derZusammenfassung 

rrri wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
PI Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 
[X| wie vom Anmelder vorgeschlagen 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
[~~~| well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



JL 



| | keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



iGEGENS 



Internationales Aktenzeichen 

PC 



A. KLASSIFIZIERUNGDESANMELDUNGSGEGENSTANDES ^ ^ _ 

IPK 7 C12N15/82 C12N9/0G C12N15/52 G01N33/53 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



00/09245 



B. RECHERCHtERTE GEB1ETE 



RecherchierterMindestpriifstoff (Klassifikationssystem und Klassif ikationssymbole ) 

IPK 7 C12N G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal, EMBL, WPI Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



DATABASE EMBL [Online] 

ACCESSION NO: F14426, 

20. Juli 1995 (1995-07-20) 

MORRIS, P.C., ETAL.: "A. thaliana 

transcribed sequence; clone YAY969; 3' 

end; similar to GMP Synthase; 

Saccharomy ces cerevi s i ae . " 

XP002167639 

das ganze Dokument 

DATABASE EMBL [Online] 

ACCESSION NO: AW041228, 

17. September 1999 (1999-09-17) 

D'ASCENZO M. , ET AL.: "EST284092 tomato 

mixed elicitor, BTI Lycopersicon 

esculentum cDNA clone" 

XP002167640 

das ganze Dokument 

-/-- 



X Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Fe!d C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik def iniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E* alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vordem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" VerSffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 

"&." Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEI 



Internationales Aktenzeichen 

PCA 00/09245 



UNTERLAGEN 



Kategorie 0 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. , 


X 
A 


EP 0 927 761 A (BASF AG) 
7. Juli 1999 (1999-07-07) 
SEQ ID N0S:10 und 11 


2 

1,3-12 


P,X 


DATABASE EMBL [Online] 

APACCCTAM ma. aaaiicoo 

11. Oktober 1999 (1999-10-11) 

LIN, X., ET AL.: "Arabidopsis thaliana 

chromosome 1 BAC F24D7 genomic sequence, 

complete sequence." 

XP002167641 

/product="GMP synthase; 61700-64653" 


2 


P,X 


DATABASE EMBL [Online] 

ACCESSION NO: AW127061, 

24. Oktober 1999 (1999-10-24) 

QUATRANO, R., ET AL.: ga20f03.yl Moss 

EST library PPU Physcomi trel la patens cDNA 

clone PEP SOURCE ID:PPU021506 5' similar 

to TR:066601 066601 GMP SYNTHASE. ;,mRNA 

sequence. 11 

XP002167642 

das ganze Dokument 


2 


A 


US 5 780 254 A (SUBRAMANIAN VENKITESWARAN 
ET AL) 14. Juli 1998 (1998-07-14) 
das ganze Dokument 


1-12 


A 


US 5 780 253 A (SUBRAMANIAN VENKITESWARAN 
ET AL) 14. Juli 1998 (1998-07-14) 
das ganze Dokument 


1-12 


A 


WO 95 27789 A (SYNTEX INC) 
19. Oktober 1995 (1995-10-19) 
das ganze Dokument 


1-12 


A 


WO 98 10074 A (BASF AG ;LERCHL JENS (DE) ; 
SONNEWALD UWE (DE); BADUR RALF (DE) ; SC) 
12. Marz 1998 (1998-03-12) 
das ganze Dokument 


1-12,16 


A 


WO 99 27119 A (NOVARTIS ERFIND VERWALT 
GMBH ;N0VARTIS AG (CH); GUYER CHARLES 
DAVI) 3. Juni 1999 (1999-06-03) 
das ganze Dokument 


1-12,16 


A 


WO 96 19576 A (CIBA GEIGY AG) 
27. Juni 1996 (1996-06-27) 
das ganze Dokument 


1-12 
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C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit ertorderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



x 

A 

P,X 



p,x 



A 



EP 0 927 761 A (BASF AG) 
7. Jul i 1999 (1999-07-07) 
SEQ ID NOS:10 und 11 



DATABASE EMBL 'Online! 
ACCESSION NO: AC011622, 

11. Oktober 1999 (1999-10-11) 

LIN, X., ET AL.: "Arabidopsi s thai i ana 
chromosome 1 BAC F24D7 genomic sequence, 
complete sequence." 
XP002167641 

/product="GMP synthase; 61700-64653" 

DATABASE EMBL 'Online! 

ACCESSION NO: AW127061, 

24. Oktober 1999 (1999-10-24) 

QUATRANO, R. , ET AL.: " ga20f03.yl Moss 

EST library PPU Physcomitrel la patens cDNA 

clone PEP_SOURCE_ID:PPU021506 5' similar 

to TR:066601 066601 GMP SYNTHASE. ; ,mRNA 

sequence. " 

XP002167642 

das ganze Dokument 

US 5 780 254 A (SUBRAMANIAN VENKITESWARAN 
ET AL) 14. Jul i 1998 (1998-07-14) 
das ganze Dokument 

US 5 780 253 A (SUBRAMANIAN VENKITESWARAN 
ET AL) 14. Jul i 1998 (1998-07-14) 
das ganze Dokument 

WO 95 27789 A (SYNTEX INC) 
19. Oktober 1995 (1995-10-19) 
das ganze Dokument 

WO 98 10074 A (BASF AG ;LERCHL JENS (DE); 
SONNEWALD UWE (DE); BADUR RALF (DE); SC) 

12. Marz 1998 (1998-03-12) 
das ganze Dokument 
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1-12,16 
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Informati^^n patent family members 


International Application No 

PCT^fc 00/09245 


Patent document 
cited in search report 


^Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 



EP 0927761 A 07-07-1999 CN 1227870 A 08-09-1999 

CN 1283229 T 07-02-2001 

WO 9933993 A 08-07-1999 

EP 1040193 A 04-10-2000 

OP 11243975 A 14-09-1999 



US 5780254 A 14-07-1998 NONE 

US 5780253 A 14-07-1998 NONE 



WO 9527789 A 19-10-1995 US 5965350 A 12-10-1999 

AU 2233095 A 30-10-1995 

US 5789216 A 04-08-1998 

US 5998186 A 07-12-1999 



W0 9810074 A 12-03-1998 AU 4553097 A 26-03-1998 

BR 9711658 A 24-08-1999 

EP 0927246 A 07-07-1999 

JP 2001500008 T 09-01-2001 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



INTERNATIONAL 



ECHERCHENBERICHT 



Injagyitionales Aktenzeichen 

^■>CT/EP 00/09245 



Feid I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich a!s nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 . Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. Pn Anspruche Nr. 13-15 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 

daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



■j . I I Da der Anmeider alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' 1 internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
dm I 1 zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmeider nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

I ' internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. Der Anmeider hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 

faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs [ J Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Internationales Aktenzeichen PCT/EP 00 /09245 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr. : 13-15 



Die geltenden Patentanspruche 13-15 beziehen sich auf ein Produkt/eine 
Verbindung/, jeweils charakteri siert durch eine erstrebenswerte Eigenheit 
oder Eigenschaft, namlich GMP synthetase Inhibitoren. Die Patentanspruche 
umfassen daher alle Produkte etc., die diese Eigenheit oder Eigenschaft 
aufweisen, wohingegen die Patentanmeldung Sttitze durch die Beschreibung 
im Sinne von Art. 5 PCT fiir keinen solchen Produkte etc. liefert. Im 
vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende Stutze 
bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe, 
daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich 
unmoglich erscheint. Desungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die in 
Art. 6 PCT geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird, das 
Produkt/Verfahren/die Verbindung liber das jeweils erstrebte Ergebnis zu 
definieren. Auch dieser Mangel an Klarheit ist dergestalt, daB er eine 
sinnvolle Recherche Liber den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich 
macht. Daher wurde keine Recherche durchgeftihrt 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erwei se nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behbrde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fiir Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fiir den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT) , oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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Basis of the report 



Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 
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PCT/EP00/09245 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ). 

the international application as originally filed. 
| [ the description, pages , as originally filed, 



[ | the claims, 



pages 
pages 
pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



filed with the demand, 
m , filed with the letter of 
filed with the letter of 



1,3-16 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19. 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



21 December 2001 (21.12.2001) 



[ | the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/4-4/4 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

the claims, Nos. 



I 1 the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
1 — 1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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InterfWchal application No. 
PCT/EP 00/09245 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 1 1 1 . 1 



Claim 16 is unclear to such an extent that no opinion can 
be established (PCT Article 6) . The "compound" mentioned 
in the method described is characterized only by 
functional criteria. It therefore cannot be determined 
whether the above claim would also encompass known 
methods for eliminating plant growth. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1. Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-12 



7, 11, 12 



1-6, 8, 9, 10 



1-12 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 



This report makes reference to the following documents: 

Dl: DATABASE EMBL [Online] ACCESSION NO: F14426, 20 July 
1995 (1995-07-20) MORRIS, P.C., ET AL. : *A. thaliana 
transcribed sequence; clone YAY969; 3' end; similar 
to GMP Synthase; Saccharomyces cerevisiae.' 
XP002167639 

D6: US-A-5 780 254 (SUBRAMANIAN VENKITESWARAN ET AL) , 14 

July 1998 (1998-07-14) 
D7: US-A-5 780 253 (SUBRAMANIAN VENKITESWARAN ET AL) , 14 

July 1998 (1998-07-14) 
D8: WO-A-95/27789 (SYNTEX INC) , 19 October 1995 (1995- 

10-19) 

D9: WO-A-98/10074 (BASF AG; LERCHL JENS (DE) ; SONNEWALD 
UWE (DE); BADUR RALF (DE) ; SC) , 12 March 1998 (1998- 
03-12) . 

1. Inventive step (PCT Article 33(3)) 

1.1 Document Dl was identified as -closest prior art with 
respect to the subject matter of present Claim 1. The 
present application differs from Dl in that its object is 
to provide a complete coding sequence of a GMP synthetase 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



:rnationai application No. 
PCT/EP 00/09245 



from other plants (Nicotiana tabacum and Physcomitrella 
patens) . 

Document Dl states that its partial sequence from 
Arabidopsis thaliana is similar to a GMP synthetase from 
5. cerevlsiae. In the prior art GMP synthetases are 
referred to as targets for herbicidal action (see, for 
example, D6: column 3, lines 58 and 59; D7 : column 1, 
lines 51-55; D9: page 1, lines 41-42 and Figure 1) . For a 
person skilled in the art this teaching would be 
sufficient motivation to determine the full sequence of 
the clone described in Dl and, with the aid of known 
methods (e.g. PCR, library screening), use same also to 
isolate coding sequences for GMP synthetases from other 
plants. In view of the prior art a person skilled in the 
art could reasonably have expected to be successful in his 
attempt . 

The expression of such a sequence in prokaryotic or 
eukaryotic cells (Claim 6) with the aim of synthesizing a 
plant GMP synthetase likewise represents routine practice 
and hence cannot substantiate an inventive step. 

The use of recombinant GMP synthetases in activity tests 
for the identification of inhibitors is likewise known in 
the prior art (e.g. D8 : Screening for inhibitors of human 
GMP-synthetase, Examples 5 and 6) . 

Claims 1-6, 8 and 9 are therercSre not inventive with 
respect to Dl, combined with D6, D7, D8 or D9 (PCT Article 
33(3) ) . 

1.2 Claim 10 discloses a method for identifying 
substances with herbicidal action which inhibit GMP 
synthetase activity in plants. However, Claim 10 is not 
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restricted to the sequences described in the application 
or variants thereof, but relates generally to a " DNA 
sequence coding for an enzyme with GMP synthetase 
activity". This represents a purely conceptual wording of 
a screening method for GMP synthetase inhibitors with 
herbicidal action . 

D9 describes the production of transgenic plants which 
overexpress the enzyme adenylosuccinate synthetase (ADSS) . 
This overexpression results in resistance of the 
transgenic plants to ADSS inhibitors (page 9, line 45, to 
page 10, line 6) . It is therefore obvious that such 
transgenic plants can also be used as negative controls in 
screening methods for identifying new inhibitors- D9 also 
points out that "some of the enzymes involved in purine 
biosynthesis [...] constitute potential points of attack for 
herbicidal substances" (page 1, lines 41 and 42) . 

The concept of overexpression of purine biosynthesis 
enzymes for the identification of inhibitors is therefore 
obvious and can consequently not be considered inventive. 

Claim 10 is not inventive with respect to D9 (PCT Article 
33(3)). 

Moreover, Claim 10 is not sufficiently disclosed and 
supported by the description (PCT Articles 5 and 6) . The 
present application discloses only methods based on the 
identified GMP synthetases but "does not contain a basis 
for extension to all " DNA sequences coding for an enzyme 
with GMP synthetase action". 

1.3 Claims 7, 11 and 12 relate to uses of the GMP 
synthetases identified in the application for the 
identification of inhibitors of said enzyme having a 
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herbicidal action. 

Although the provision of the nucleotide or amino acid 
sequence of a plant GMP synthetase cannot be considered 
inventive per se (see 1.1), it was not obvious to use this 
sequence for the identification of GMP inhibitors with 
herbicidal action . 

D6 and D7 disclose a method for identifying herbicides 
with targeted inhibition of GMP biosynthesis (D6 and D7 , 
EXAMPLE 3) . However, they do not clearly demonstrate the 
effect of the inhibitor mycophenolate on GMP synthase 
because two enzymes, that is IMP-dehydrogenase and GMP 
synthase, are potential targets of inhibition. It is 
therefore not obvious to a person skilled in the art that 
GMP synthetase is a suitable target for herbicides. 

D9 likewise mentions GMP synthetase only in connection 
with other enzymes of purine biosynthesis without 
indicating which of these enzymes (apart from ADSS, whose 
suitability is demonstrated) would be especially suitable 
as herbicide target. 

Claims 7, 11 and 12 are inventive (PCT Article 33(3)). 
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herbicidal action . 



Although the provision of the nucleotide or amino acid 
sequence of a plant GMP synthetase cannot be considered 
inventive per se (see 1.1), it was not obvious to use this 
sequence for the identification of GMP inhibitors with 
herbicidal action . 



D6 and D7 disclose a method for identifying herbicides 
with targeted inhibition of GMP biosynthesis (D6 and D7, 
EXAMPLE 3) . However, they do not clearly demonstrate the 
effect of the inhibitor mycophenolate on GMP synthase 
because two enzymes, that is IMP-dehydrogenase and GMP 
synthase, are potential targets of inhibition. It is 
therefore not obvious to a person skilled in the art that 
GMP synthetase is a suitable target for herbicides. 

D9 likewise mentions GMP synthetase only in connection 
with other enzymes of purine biosynthesis without 
indicating which of these enzymes (apart from ADSS, whose 
suitability is demonstrated) would be especially suitable 
as herbicide target. 



Claims 7, 11 and 12 are inventive (PCT Article 33(3)). 
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(54) Title: GMP SYNTHETASE DERIVED FROM PLANTS 



(54) Bezeichnung: GMP-SYNTHETASE AUS PFLANZEN 



NAD*+H 2 0 NADH+H* 
IMP - Dehydrogenase 




Glutamin Glutaroat 
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(57) Abstract: The invention relates to a DNA that encodes a polypeptide that has GMP synthetase (EC 6.3.5.2) activity. The 
CD invention further relates to the use of said nucleic acid in the production of a test system. 
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine DNA codierend fur ein Polypeptid mit GMP-Synthetase (EC 
^ 6.3.5.2) AktivitaL Zudem betrifft die Erfindung die Verwendung dieser Nukleinsaure zur Herstellung eines Testsystems. 
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GMP-Synthetase aus Pflanzen 
Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Identif izierung pflanzli- 
cher GMP-Synthetase (Guanosinmonophosphat-Synthetase) als neues 
Ziel fur herbizide Wirkstoffe. Die vorliegende Erfindung betrifft 
weiterhin DNA-Sequenzen kodierend fur ein Polypeptid mit GMP- 

10 Synthetase (EC 6.3.5.2)- Aktivitat. Zudem betrifft die Erfindung 
die Verwendung einer Nukleinsaure kodierend fur ein Protein mit 
GMP-Synthetase-Aktivitat pflanzlichen Ursprungs zur Herstellung 
eines Testsystems zur Identif izierung von Inhibitoren der GMP- 
Synthetase mit herbizider Wirkung, sowie Inhibitoren pflanzlicher 

15 GMP- Synthetase identif iziert unter Verwendung dieses Testsystems. 
Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung der Nukleinsaure 
kodierend fur pflanzliche GMP-Synthetase zur Herstellung von 
Pflanzen mit erhohter Resistenz gegeniiber Inhibitoren der GMP- 
Synthetase, sowie zur Herstellung von Pflanzen mit modif iziertem 

20 Gehalt an Guanos innukleotiden. Dartiber hinaus betrifft die Erfin- 
dung ein Verfahren zur Beseitigung von unerwunschtem Pflanzen- 
wuchs dadurch gekennzeichnet , da£ die zu beseitigenden Pflanzen 
mit einer Verbindung behandelt werden, die spezifisch an GMP- 
Synthetase, codiert durch eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder eine 

25 mit dieser DNA-Sequenz hybridisierenden DNA-Sequenz, bindet und 
deren Funktion inhibiert. 

Pflanzen sind in der Lage, aus Kohlendioxid, Wasser und anorgani- 
schen Salzen ihre Zellkomponenten zu synthetisieren. 

30 

Dieser ProzeS ist nur mdglich, indem biochemische Reaktionen zum 

Aufbau organischer Substanzen genutzt werden. Pflanzen mussen die f \_ 

Nukleotide als Bestandteile der Nukleinsauren de novo syntheti- 
sieren. 

35 

Nukleotide mussen als Bestandteile der Nukleinsauren DNA und RNA 
insbesondere in schnell wachsenden Geweben der Pflanzen iiber 
mehrstufige Stof fwechselwege synthetisiert werden. Nukleotide 
sind ferner in nahezu alle Stof fwechselwegen eingebunden. Nucleo- 

40 sidtriphosphate, vor allem ATP, treiben viele energieaufwandige 
Reaktionen der Zelle. Adeninnukleotide tauchen dariiber hinaus 
auch als Komponente in essentiellen Coenzymen wie Coenzym A sowie 
Nicotinamid- und Flavin-Coenzymen auf , die an vielen zellularen 
Umsetzungen beteiligt sind. Guanosinnukleotide geben diversen 

45 zellularen Prozessen, wie Proteintranslation, Microtubuli-Assem- 
blierung, vesikularem Transport, Signaltransduktion und Zelltei- 
lung eine Reaktionsrichtung. Ferner stellen Nukleotide die Aus- 
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gangsmetabolite zur Biosynthese von Methylxanthinen, wie Coffein 
und Theobromin insbesondere in Pf lanzenf amilien der Rubiaceae und 
Theaceae dar. 

5 Purinnukleotide werden in Mikroorganismen, Tieren und Pflanzen de 
novo auf gleiche Weise ausgehend von Phosphoribosylpyrophosphat 
(PRPP) gebildet. In einer 10-stufigen Reaktionsf olge wird IMP 
synthetisiert . IMP kann in Folgereaktionen durch Adenylosuccinat- 
Synthetase und Adenylosuccinat-Lyase zum AMP umgesetzt werden. 
10 Zur Synthese von GMP wird IMP zunachst durch die IMP-Dehydroge- 
nase zum XMP umgesetzt, welches durch die GMP-Synthetase zum GMP 
aminiert wird, siehe Abb. 1. 

Gene, die fiir GMP-Sythetase kodieren, wurden aus verschiedenen 
15 Organismen isoliert. 

Die Kompartimentierung des Purinbiosynthesewegs in Pflanzen wurde 
bisher nur wenig untersucht . Der in den Wurzelknollchen der Legu- 
minosen in Form von Glutamin und Aspartat fixierte Stickstoff 

20 wird uber den de novo Syntheseweg zunachst in Purine uberfuhrt. 
In den Wurzelknollchen von Glycine max und Vlgna ungulculata L., 
ist dieser Weg in den Plastiden lokalisiert (Boland and Schubert, 
Arch. Biochem. Biophys. 220 (1983), 179-187; Shelp et al., Arch. 
Biochem. Biophys. 224 (1983), 429-441). Neueren Untersuchungen 

25 zufolge sind Enzymaktivitaten des Purinbiosynthesewegs in den 
Wurzelknollchen von Vlgna unglculata zudem jedoch auch in Mito- 
chondrien zu finden (Atkins et al . , Plant Physiology 113 (1997), 
127-135; Smith et al . , Plant Molecular Biology 36 (1998), 
811-820) . 

30 

Die Regulation dieses Synthesewegs wurde bislang nur in Mikroor- 
ganismen und Tieren untersucht und umfaSt Transkriptionskon- 
trolle, Endproduktinhibierung und allosterische Regulation. Eine 
Schlusselstellung im tierischen, als auch pflanzlichen System 
35 wird dem Enzym PRPP-Amidotransf erase (PRPP-ATAse) des zweiten Re- 
aktionsschritts zugeschri eben, welches durch die Endprodukte IMP, 
AMP und GMP allosterisch reguliert wird (Reynolds et al.. Archi- 
ves of Biochemistry and Biophysics 229 (1984) , 623-631) . 

40 Die GMP- Synthetase spielt auch hinsichtlich einer balancierten 
Synthese von Guanos irmukleotiden und Adenosinnukleotiden eine 
Rolle, da ATP ein Substrat der GMP-Synthetase ist. 

Da Pflanzen auf einen funktionierenden Nukleotidstof fwechsel an- 
45 gewiesen sind, bietet sich dieser Stof fwechsel als mogliches Ziel 
fur neue Herbizide an. Tatsachlich wurden bereits Wirkstoffe be- 
schrieben, die inhibierend auf Enzyme der de novo Puxinbiosynt- 
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hese wirken. Beispielhaft ist 5 x -Phosphohydantocidin zu nennen, 
welches ein Exizym des pf lanzlichen Purin-Stof fwechsels, die Ade- 
nylosuccinat-Synthetase (ASS) , inhibiert (Siehl et al . , Plant 
Physiol. 110 (1996), 753-758). Ferner existieren Inhibitoren fur 
5 Enzyme dieses Stof fwechselweges aus Tieren und Mikroorganismen. 
Folat-Analoga inhibieren diverse Folat-abhangige Reaktionen, 
unter anderem das Enzym GAR-Transf ormylase und wirken antiproli- 
ferativ, antiinf lammatorisch und immunosuppressiv. Mycophenolat 
(MPA) wirkt als Hemmstoff der IMP-Dehydrogenase antimikrobiell, 
10 antiviral und immunosuppressiv (Kitchin et al., Journal of the 
American Academy of Dermatology 37 (1997), 445-449). 

Der Nachweis der Eignung eines Enzyms als Herbiz id-Target kann 
zum Beispiel durch Verringerung der Enzymaktivitat mittels der 

15 Antisensetechnik in transgenen Pflanzen gezeigt werden. Wird auf 
diese Weise ein verringertes Wachstum bewirkt, so la£t sich damit 
auf eine Eignung des in seiner Aktivitat reduzierten Enzyms als 
Wirkort fur herbizide Wirkstoffe schliefeen. Beispielhaft wurde 
dies fiir die Acetolactat-Synthase an transgenen Kartof f elpf lanzen 

20 gezeigt (Hofgen et al., Plant Physiology 107 (1995), 469-477). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es zu belegen, da£ GMP- 
Synthetase in Pflanzen ein geeignetes herbizides Target ist, die 
Isolierung einer vollstandigen pflanzlichen cDNA kodierend fur 
25 das Enzym GMP-Synthetase und deren funktionelle Expression in 
bakteriellen oder eukaryontischen Zellen, sowie die Herstellung 
eines effizienten und einfachen GMP-Synthetase Testsystems fur 
die Durchfiihrung von Inhibitor-Enzym-Bindungsstudien. 

30 Die Aufgabe wurde gelost durch Isolierung eines fiir das pflanzli- 
che Enzym GMP-Synthetase kodierenden Gens, der Herstellung von 
Antisensekonstrukten der GMP-Synthetase, sowie der funktionellen 
Expression der GMP-Synthetase in bakteriellen oder eukaryonti- 
schen Zellen. 

35 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die Isolierung 
einer Vollangen-cDNA codierend fur eine funktionelle Glutamin-hy- 
drolysierende GMP-Synthetase (EC 6.3.5.2.) aus Tabak {Nicotiana 
ta.ba.cum) . 

40 

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine DNA-Se- 
quenz SEQ-ID NO:l enthaltend die Kodierregion einer pflanzlichen 
GMP-Synthetase aus Tabak, siehe Beispiel 1. 



45 
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Ein anderer Gegenstand der Erfindung ist eine DNA-Sequenz SEQ-ID 
No. 3 enthaltend einen Teil der Kodierregion einer pf lanzlichen 
GMP- Synthetase aus Physcomitrella patens, siehe Beispiel 2. 

5 Weiterer Gegenstand der Erfindung sind DNA-Sequenz en, die von 
SEQ-ID NO: 1 oder SEQ-ID No: 3 abgeleitet sind oder mit einer 
dieser Sequenzen hybridisieren und die fur ein Protein kodieren, 
das die biologische Aktivitat einer GMP-Synthetase besitzt . 

10 Tabakpf lanzen der Linie Nicotiana tabacum cv. Samsun NN, die ein 
Antisensekonstrukt der GMP-Synthetase tragen, wurden naher cha- 
rakterisiert . Die Pf lanzen zeigen in unterschiedlichem Ma£e eine 
Wachstumsretardierung. Die transgenen Linien sowie die Nachkommen 
als 1. und 2. Generation wiesen ein verringertes Wachstum in Erde 

15 auf . In Pf lanzen mit verringertem Wachstum konnte eine im Ver- 
gleich zum Wildtyp reduzierte GMP-7M RNA-Menge in der Northern- 
Hybridisierung detektiert werden. Ferner konnte im Western-blot 
Experiment eine im Vergleich mit Wildtyppf lanzen verringerte 
Menge der GMP-Synthetase in den transgenen Linien detektiert wer- 

20 den, siehe Beispiel 7. Es la£t sich eine Korellation zwischen 
Wachstumsretardierung und Reduktion der GMP-Synthetase Protein- 
menge feststellen. Dieser klare Zusammenhang weist GMP-Synthetase 
erstmals eindeutig als geeignetes Zielprotein fur herbizide Wirk- 
stoffe aus. 

25 

Um effiziente Hemmstoffe der pflanzlichen GMP-Synthetase finden 
zu konnen, ist es notwendig, geeignete Testsysteme, mit denen 
Inhibitor-Enzym-Bindungsstudien durchgefiihrt werden konnen, zur 
Verfugung zu stellen. Hierzu wird beispielsweise die komplette 
30 cDNA-Sequenz der GMP-Synthetase aus Tabak in einen Expressions- 
vektor (pQE, Qiagen) kloniert und in E. coli liberexprimiert , 
siehe Beispiel 4 . 

Alternativ kann jedoch die Expressionskassette enthaltend eine 
35 DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 beispielsweise in anderen Bakterien, in 
Hefen, Pilzen, Algen, Pf lanzenzellen, Insektenzellen oder Sauge- 
tierzellen exprimiert werden, siehe Beispiel 5. 

Das mit Hilfe der erf indungsgema£en Expressionskassette expri- 
40 mierte GMP-Synthetase-Protein eignet sich besonders zur Auf fin- 
dung von fur die GMP-Synthetase spezifischen Hemmstof f en. 

Dazu kann die pflanzliche GMP-Synthetase beispielsweise in einem 
Enzymtest eingesetzt werden, bei dem die Aktivitat der GMP- 
45 Synthetase in An- und Abwesenheit des zu testenden Wirkstof fs er- 
mittelt wird. Aus dem Vergleich der beiden Aktivitatsbestimmungen 
laSt sich eine qualitative und quantitative Aussage uber das 
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Hemmverhalten des zu testenden Wirkstoffes machen, siehe Bei- 
spiel 8 . 

Mit Hilfe des erf indungsgemaSen Testsystems kann eine Vielzahl 
5 von chemischen Verbindungen schnell und einfach auf herbizide Ei- 
genschaften uberpruft werden. Das Verfahren gestattet es, repro- 
duzierbar aus einer grofcen Anzahl von Substanzen gezielt solche 
mit grower Wirkstarke auszuwahlen, urn mit diesen Substanzen an- 
schliefiend weitere, dem Fachmann gelaufige vertiefte Prufungen 
10 durchzufuhren. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Identifi- 
zierung von Substanzen mit herbizider Wirkung, die die GMP- 
Synthetase Aktivitat in Pflanzen hemmen, bestehend aus 

15 

a) der Herstellung von transgenen Pflanzen, Pf lanzengeweben, 
oder Pf lanzenzellen, die eine zusatzliche DNA-Sequenz codie- 
rend fur ein Enzym mit GMP-Synthetase Aktivitat enthalten und 
in der Lage sind eine enzymatisch aktive GMP-Synthetase uber- 

20 zuexprimieren; 

b) das Aufbringen einer Substanz auf transgene Pflanzen, Pf lan- 
zenzellen, Pf lanzengewebe oder Pf lanzenteile sowie auf nicht- 
transformierten Pflanzen, Pf lanzenzellen, Pf lanzengewebe oder 

25 Pf lanzenteile; 

c) das Bestimmen des Wachstums oder der Uberlebensf ahigkeit der 
transgenen und der nicht-transf ormierten Pflanzen, Pflanzen- 
zellen, Pf lanzengewebe oder Pf lanzenteile nach der Aufbrin- 

30 gung der chemischen Substanz; und 

d) dem Vergleich des Wachstums oder der Uberlebensf ahigkeit der 
transgenen und der nicht-transf ormierten Pflanzen, Pf lanzen- 
zellen, Pf lanzengewebe oder Pf lanzenteile nach der Aufbrin- 

35 gung der chemischen Substanz; 

wobei die Unterdruckung des Wachstums oder der Uberlebensf ahig- 
keit der nicht-transf ormierten Pflanzen, Pf lanzenzellen, Pflan- 
zengewebe oder Pf lanzenteile ohne jedoch das Wachstum oder die 
40 Uberlebensf ahigkeit der transgenen Pflanzen, Pf lanzenzellen, 

Pf lanzengewebe oder Pf lanzenteile stark zu unterdrticken, belegt, 
dafc die Substanz aus b) herbizide Aktivitat zeigt und die GMP- 
Synthetase Enzymaktivitat in Pflanzen inhibiert. 

45 Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Identifi- 
zierung von Inhibitoren pflanzlicher GMP-Synthetasen, mit poten- 
tiell herbizider Wirkung indem man das Gen einer pflanzlichen 
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GMP-Synthetase kloniert, in einer geeigneten Expressionskassette 
- beispielsweise in Insektenzellen - zur Uberexpression bringt, 
die Zellen offnet und den Zellextrakt direkt bzw. nach 
Anreicherung oder Isolierung des Enzyms GMP-Synthetasen in einem 
5 Testsystem zur Messung der Enzymaktivitat in Gegenwart von 
niedermolekularen chemischen Verbindungen einsetzt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen mit 
herbizider Wirkung, die mit dem oben beschriebenen Testsystem 
10 identif izierbar sind. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Be- 
seitigung von unerwiinschtem Pf lanzenwuchs, dadurch gekennzeich- 
net, da£ die zu beseitigenden Pflanzen mit einer Verbindung be- 
15 handelt werden, die spezifisch an pflanzliche GMP-Synthetase bin- 
det und der en Funktion inhibiert . 

Inhibitoren der GMP-Synthetase mit herbizider Wirkung konnen als 
Defoliants, Desiccants, Krautabtdtungsmittel und insbesondere als 

20 Unkrautvernichtungsmittel verwendet werden. Unter Unkraut im wei- 
testen Sinne sind alle Pflanzen zu verstehen, die an Orten auf- 
wachsen, an denen sie unerwiinscht sind. Ob die mit Hilfe des 
erf indungsgemaEen Testsystems gefundenen Wirkstof f e als totale 
oder selektive Herbizide wirken, hangt unter anderem von der an- 

25 gewandten Menge ab. 

Inhibitoren der GMP-Synthetase mit herbizider Wirkung konnen 
beispielsweise gegen folgende Unkrauter verwendet werden: 

30 Dikotyle Unkrauter der Gattungen: 

Sinapis, Lepidium, Galium, Stellaria, Matricaria, Anthemis, Ga- 
linsoga, Chenopodium, Urtica, Senecio, Amaranthus, Portulaca, 
Xanthium, Convolvulus, Ipomoea, Polygonum, Sesbania, Ambrosia, 
Cirsium, Carduus, Sonchus, Solanum, Rorippa, Rotala, Lindernia, 

35 Lamium, Veronica, Abutilon, Emex, Datura, Viola, Galeopsis, Papa- 
ver, Centaurea, Trifolium, Ranunculus, Taraxacum. 

Monokotyle Unkrauter der Gattungen: 

Echinochloa, Setaria, Panicum, Digitaria, Phleum, Poa, Festuca, 
40 Eleusine, Brachiaria, Lolium, Bromus, Avena, Cyperus, Sorghum, 
Agropyron, Cynodon, Monochoria, Fimbristylis, Sagittaria, Eleo- 
charis, Scirpus, Paspalum, Ischaemxim, Sphenoclea, Dactyloctenium, 
Agrostis, Alopecurus, Apera. 



45 
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Gegenstand der Erfindung sind auch Expressionskassetten, deren 
Sequenz fur eine GMP-Synthetase aus Tabak oder deren funktionel- 
les Equivalent kodiert. Die Nukle ins aure sequenz kann dabei z.B. 
eine DNA- oder eine cDNA-Sequenz sein. 

5 

Gegenstand der Erfindung ist auch eine Expressionskassette ent- 
haltend eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 3 kodierend far einen Teil 
der pflanzlichen GMP- Synthetase aus Physcomitrella patens. 

10 Die erf indungsgemaSen Expressionskassetten beinhalten auSerdem 
regulative Nukle ins aure sequenz en, welche die Expression der ko- 
dierenden Sequenz in der Wirtszelle steuern. GemaE einer bevor- 
zugten Aus fuhrungs form umfaEt eine erf indungsgemaSe Expressions- 
kassette stromauf warts, d.h. am 5'-Ende der kodierenden Sequenz, 

15 einen Promotor und stromabwarts, d.h. am 3'~Ende, ein Polyadeny- 
lierungs signal und gegebenenf alls weitere regulatorische Ele- 
ment e, welche mit der dazwischenliegenden kodierenden Sequenz fur 
das GMP-Synthetase-Gen operativ verknupft sind. Unter einer ope- 
rativen Verknxipfung versteht man die sequenzielle Anordnung von 

20 Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und ggf . weiterer regu- 
lativer Elemente derart, dafi jedes der regulativen Elemente seine 
Funktion bei der Expression der kodierenden Sequenz bestimmungs- 
gemafe erfiillen kann. 

25 Die Herstellung einer erf indungsgemaEen Expressionskassette er- 
folgt durch Fusion eines geeigneten Promotors mit einer geeigne- 
ten GMP-Synthetase-DNA Sequenz und einem Polyadenylierungssignal 
nach gangigen Rekombinations- und Klonierungstechniken, wie sie 
beispielsweise in J. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Labo- 

30 ratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
NY (1389) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Bennan und L.W. Enquist, 
Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al., Cur- 
rent Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and 

35 Wiley- Interscience (1987) beschrieben sind. 

Gegenstand der Erfindung sind auch funktionell aquivalente DNA- 
Sequenz en, die fur eine GMP- Synthetase kodieren und die bezogen 
auf die Gesamtlange der DNA-Sequenz eine Sequenzhomologie mit der 
40 DNA-Sequenz SEQ-ID NO: 1 oder SEQ-ID No. 3 von 40 bis 100 % auf- 
weisen. 

Bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind funktionell aquivalente 
DNA-Sequenzen, die fur eine GMP-Synthetase kodieren und die 
45 bezogen auf die Gesamtlange der DNA-Sequenz eine Sequenzhomologie 
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mit der DNA-Sequenz SEQ-ID NO: 1 oder SEQ-ID No. 3 von 60 bis 
100 % aufweisen. 

Besonders bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind funktionell 
5 aquivalente DNA-Sequenz en, die fur eine GMP-Synthetase kodieren 
und die bezogen auf die Gesamtlange der DNA-Sequenz eine Sequenz 
homologie mit der DNA-Sequenz SEQ-ID NO: 1 oder SEQ-ID No. 3 von 
80 bis 100 % aufweisen. 

10 Funktionell aquivalente Sequenz en, die fur eine GMP-Synthetase 
kodieren, sind erf indungsgemafe solche Sequenzen, welche trotz ab 
weichender Nukleotidsequenz noch die gewunschten Funktionen be- 
sitzen. Funktionelle Aquivalente umfassen somit naturlich vorkom 
mende Varianten der hierin beschriebenen Sequenzen sowie kunstli 

15 che, z.B. durch chemische Synthese erhaltene, an den Kodon-Ge- 
brauch einer Pflanze angepaSte, Nukleotid-Sequenzen. 

Unter einem funktionellen Equivalent versteht man insbesondere 
auch natiirliche oder kunstliche Mutationen einer ursprunglich 

20 isolierten fur eine GMP-Synthetase kodierende Sequenz, welche 

weiterhin die gewunschte Funktion zeigt. Mutationen umfassen Sub 
stitutionen, Additionen, Deletionen, Vertauschungen oder Inser- 
tionen eines oder mehrerer Nukleotidreste . Somit werden 
beispielsweise auch solche Nukleotidsequenzen durch die vorlie- 

25 gende Erfindung mit umfafit, welche man durch Modifikation dieser 
Nukleotidsequenz erhalt. Ziel einer solchen Modifikation kann 
z.B. die weitere Eingrenzung der darin enthaltenen kodierenden 
Sequenz oder z.B. auch die Einfugung weiterer Restriktionsenzym- 
Schnittstellen sein. 

30 

Funktionelle Aquivalente sind auch solche Varianten, deren Funk- 
tion, verglichen mit dem Ausgangsgen bzw. Gen f ragmen t , abge- 
schwacht oder verstarkt ist. 

35 Die erf indungsgemaSe Expressionskassette kann daruberhinaus auch 
zur Transformation von Bakterien, Cyanobakterien, Hefen, filamen 
tosen Pilzen \and Algen mit dem Ziel der Herstellung von ausrei- 
chenden Mengen des Enzyms GMP-Synthetase eingesetzt werden. 

40 Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Protein aus Tabak ge- 
kennzeichnet durch die Amino saure sequenz SEQ-ID NO: 2 bzw. 
Derivate oder Teile dieses Proteins mit GMP-Synthetase Aktivitat 

Gegenstand der Erfindung sind auch pflanzliche Proteine mit GMP- 
45 Synthetase Aktivitat mit einer Aminosauresequenzhomologie zu der 
Tabak GMP-Synthetase von 20 - 100 % Identitat. 
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Bevorzugt sind pflanzliche Proteine mit GMP-Synthetase Aktivitat 
mit einer Aminosaureseqxienzhomologie zu der Tabak GMP-Synthetase 
von 50 - 100 % Identitat. 

5 Besonders bevorzugt sind pflanzliche Proteine mit GMP-Synthetase 
Aktivitat mit einer Aminosauresequenzhomologie zu der Tabak GMP- 
Synthetase von 80 - 100 % Identitat. 

Gegenstand der Erfindung sind auch pflanzliche Proteine mit GMP- 
10 Synthetase Aktivitat mit einer Aminosauresequenzhomologie zu der 
Physcomitrella patens GMP-Synthetase von 20 - 100 % Identitat. 

Bevorzugt sind pflanzliche Proteine mit GMP-Synthetase Aktivitat 
mit einer Aminosauresequenzhomologie zu der Physcomitrella patens 
15 GMP-Synthetase von 50 - 100 % Identitat. 

Besonders bevorzugt sind pflanzliche Proteine mit GMP-Synthetase 
Aktivitat mit einer Aminosauresequenzhomologie zu der Physcomi- 
trella patens GMP-Synthetase von 80 - 100 % Identitat. 

20 

Weitere Aufgabe der Erfindung war die Uberexpression des GMP- 
Synthetase Gens in Pflanzen zur Herstellung von Pflanzen, die to- 
lerant gegeniiber Inhibitoren der GMP-Synthetase sind. 

25 Durch Uberexpression der fur eine GMP-Synthetase kodierenden Gen- 
sequenz SEQ-ID NO: 1 in einer Pflanze wird eine erhohte Resistenz 
gegeniiber Inhibitoren der GMP-Synthetase erreicht. Die derart 
hergestellten transgenen Pflanzen sind ebenfalls Gegenstand der 
Erf indung. 

30 

Die Wirksamkeit der Expression des transgen exprimierten GMP- 
Synthetase-Gens kaim beispielsweise in vitro durch Sprofimeristem- 
vermehrung oder durch einen Keimungstest ermittelt werden. Zudem 
kann eine in Art und Hohe veranderte Expression des GMP- 
35 Synthetase-Gens und deren Auswirkung auf die Resistenz gegeniiber 
Hemmstof fen der GMP-Synthetase an Testpflanzen in Gewachshaus- 
versuchen getestet werden. 

Gegenstand der Erfindung sind aufcerdem transgene Pflanzen, trans- 
40 formiert mit einer erf indungsgemafcen Expressionskassette, enthal- 
tend die DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1, die durch zusatzliche Expres- 
sion der DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 tolerant gegeniiber Inhibitoren 
der GMP-Synthetase geworden sind, sowie transgene Zellen, Gewebe, 
Teile und Vermehrungsgut solcher Pflanzen. Besonders bevorzugt 
45 sind dabei transgene Kulturpf lanzen, wie z.B.. Gerste, Weizen, 
Roggen, Mais, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerrube, Canola, Sonnen- 
blume, Flachs, Hanf, Kartoffel, Tabak, Tomate, Raps, Alfalfa, Sa- 
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lat und die verschiedenen Baum-, Nu£- und Weinspezies, sowie Le- 
guminosen. 

Eine Veranderung des Nukleotidgehaltes in Pflanzen kann in ver- 
5 schiedenen Fallen von Nutzen sein. Sauglingsnahrungsprodukten auf 
pflanzlicher Basis werden beispielsweise Nukleotide zugesetzt, urn 
eine der Muttermilch entsprechende Nahrstof f zusammensetzung zu 
erreichen. Weiterhin ware ein optimierter Nukleotidgehalt im 
Falle der enteralen Ernahrung von Patienten sinnvoll . Ein redu- 
10 zierter Purin-Nukleotidgehalt in ernahrungsrelevanten Pflanzen 
ist fur die diatetische Ernahrung Gicht-kr anker Patienten rele- 
vant. Nukleotide wirken ferner geschmacksbildend und geschmacks- 
verstarkend, so dafi sich ein veranderter Nukleotidgehalt auf ge- 
schmackliche Eigenschaf ten von Pflanzen auswirkt. 

15 

Weiterer Gegenstand der Erfindung sind daher Pflanzen, die nach 
Expression der DNA-Sequenz SEQ-ID NO: 1 oder SEQ-ID No: 3 in der 
Pflanze einen modif izierten Gehalt an Guanos innukleotiden auf- 
weisen. 

20 

Eine Pflanze mit modif iziert em Gehalt an Guanos innukleotiden wird 
beispielsweise durch Expression einer zusatzlichen DNA-Sequenz 
SEQ-ID No. 1 oder 3 in sense- oder antisense-Orientierung in der 
Pflanze hergestellt. Modif izierter Gehalt an Guanosinnukleotiden 
25 bedeutet, da& sowohl Pflanzen mit erhShtem Gehalt an Guanosinnu- 
kleotiden bei sense-Orientierung als auch Pflanzen mit emiedri- 
gtem Gehalt an Guanosinnukleotiden bei sense-Orientierung (Cosup- 
pression) oder antisense-Orientierung hergestellt werden konnen. 

30 Erhohung des Gehaltes an Guanosinnukleotiden bedeutet beispiels- 
weise im Rahmen der vorliegenden Erf indung die kiinstlich erwor- 
bene Fahigkeit einer erhc3hten Biosyntheseleistung fur Guanosinnu- 
kleotide durch funktionelle Uberexpression des GMP-Synthetase- 
Gens in der Pflanze gegenuber der nicht gentechnisch 

35 modif izierten Pflanze fur die Dauer mindestens einer Pflanzenge- 
neration. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung pflanz- 
licher GMP-Synthetasen zur Veranderung der Konzentrationen von 
40 Methylxanthinen in Pflanzen. 

Insbesondere bevorzugt sind Sequenzen, die ein Targeting in den 
Apoplasten, in Plastiden, die Vakuole, das Mitochondrium, das En- 
doplasmatische Retikulum (ER) oder durch ein Fehlen entsprechen- 
45 der operativer Sequenzen einen Verbleib im Kompartiment des Ent- 
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stehens, dem Zytosol, gewahrleisten (Kerraode, Crit. Rev. Plant 
Sci. 15, 4 (1996), 285-423). 

Beispielhaft kann die pflanzliche Expressionskassette in den Ta- 
5 bak-Trans format ions vekt or pBinAR eingebaut werden, siehe Bei- 
spiel 6 . 

Als Promotoren der erf indungsgemaEen Expressionskassette ist 
grundsatzlich jeder Promotor geeignet, der die Expression von 

10 Fremdgenen in Pflanzen steuern kann. Vorzugsweise verwendet man 
insbesondere einen pf lanzlichen Promotor oder einen Promotor, der 
einem Pf lanzenvirus entstammt. Insbesondere bevorzugt ist der 
CaMV 35S-Promotor aus dem Blumenkohl-Mosaik-Virus (Franck et al . , 
Cell 21(1980), 285-294). Dieser Promotor enthalt unterschiedliche 

15 Er keimungs s equenz en fur transkriptionale Effektoren, die in ihrer 
Gesamtheit zu einer permanent en und konstitutiven Expression des 
eingefiihrten Gens fiihren (Benfey et al . , EMBO J. 8 (1989), 
2195-2202) . 

20 Die erf indungsgema&e Expressionskassette kann auch einen chemisch 
induzierbaren Promotor enthalten, durch den die Expression des 
exogenen GMP-Synthetase-Gens in der Pflanze zu einem bestimmten 
Zeitpunkt gesteuert werden kann. Derartige Promotoren wie z.B. 
der PRPl-Promotor (Ward et al., Plant. Mol. Biol. (1993) 22, 

25 3 61-3 66) , ein durch Salizylsaure induzierbarer Promotor 
(WO 95/19443), ein durch Benzenesulf onamid-induzierbarer 
(EP 388186), ein durch Tetrazyklin- induzierbarer (Gatz et al., 
Plant J. (1992) 2, 397-404), ein durch Abscisinsaure-induzier- 
barer (EP0335528) bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon-indu- 

30 zierbarer (WO 93/21334) Promotor sind in der Literatur beschrie- 
ben und konnen u.a. verwendet werden. 

Weiterhin sind insbesonders solche Promotoren bevorzugt, die die 
Expression in Geweben oder Pf lanzenteilen sicherstellen, in denen 
35 die Biosynthese von Purinen bzw. dessen Vorstufen stattfindet. 

Insbesondere zu nennen sind Promotoren, die eine blattspezif ische 
Expression gewahrleisten. Zu nennen sind der Promotor der cyto- 
solischen FBPase aus Kartoffel oder der ST-LSI Promotor aus Kar- 
toffel (Stockhaus et al., EMBO J., (1989) 8, 2445-2451). 

40 

Mit Hilfe eines samenspezif ischen Promotors kann ein Fremdprotein 
stabil bis zu einem Anteil von 0,67% des gesamten loslichen Sa- 
menproteins in den Sainen transgener Tabakpf lanzen exprimiert wer- 
den (Fiedler und Conrad, Bio/Technology (1995) 10, 1090-1094). 
45 Die erf indungsgema£e Expressionskassette kann daher beispiels- 
weise einen samenspezif ischen Promotor (bevorzugt den Phaseolin- 
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Promotor, den USP- oder LEB4 -Promo tor ) , das LEB4-Signalpeptid, 
das zu exprimierende Gen und ein ER-Retent ions signal enthalten. 

Die inserierte Nukleotid-Sequenz kodierend fur eine GMP-Synthe- 
5 tase kann synthetisch hergestellt oder natiirlich gewonnen sein 
oder eine Mischung aus synthetischen und naturlichen DNA-Bestand 
teilen enthalten. 1m allgemeinen werden synthetische Nukleotid- 
Sequenzen mit Kodons erzeugt, die von Pflanzen bevorzugt werden. 
Diese von Pflanzen bevorzugten Kodons konnen aus Kodons mit der 

10 hochsten Proteinhauf igkeit bestimmt werden, die in den meisten 
interessanten Pf lanzenspezies exprimiert werden. Bei der Prapara 
tion einer Expressionskassette konnen verschiedene DNA-Fragmente 
manipuliert werden, urn eine Nukleotid-Sequenz zu erhalten, die 
zweckmaSigerweise in der korrekten Richtung liest und die mit 

15 einem korrekten Leseraster ausgestattet ist. Fur die Verbindung 
der DNA-Fragmente miteinander konnen an die Fragment e Adaptoren 
oder Linker angesetzt werden. 

Au£erdem sind artifizielle DNA-Sequenzen geeignet, solange sie, 
20 wie oben beispielsweise beschrieben, die gewunschte Eigenschaft 
der Erhohung des Gehaltes an Guanos innukleotiden in der Pflanze 
durch Uberexpression des GMP-Synthetase-Gens in Kulturpf lanzen 
vermitteln. Solche art if iziellen DNA-Sequenzen konnen beispiels- 
weise durch Ruckubersetzung mittels Molecular Modelling kon- 
25 struierter Proteine, die GMP-Synthetase-Aktivitat aufweisen oder 
durch in vi t.ro-Selektion ermittelt werden. Besonders geeignet 
sind kodierende DNA-Sequenzen, die durch Ruckubersetzung einer 
Polypeptidsequenz gemaE der fur die Wirtspf lanze spezifischen Ko 
don-Nut zung erhalten wurden. Die spezifische Kodon-Nutzung kann 
30 ein mit pf lanzengenetischen Methoden vertrauter Fachmann durch 
Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der zu trans formie- 
renden Pflanze leicht ermitteln. 

Als weitere erf indungsgemaEe geeignete aquivalente Nukleinsaure- 
35 Sequenzen sind zu nennen Sequenzen, welche fur Fusionsproteine 
kodieren, wobei Bestandteil des Fusionsproteins ein pflanzliches 
GMP-Synthetase-Polypeptid oder ein funktionell aquivalenter Teil 
davon ist. Der zweite Teil des Fusionsproteins kann z.B. ein wei 
teres Polypeptid mit enzymatischer Aktivitat sein oder eine anti 
40 gene Polypeptidsequenz mit deren Hilfe ein Nachweis auf GMP- 
Synthetase-Expression moglich ist (z.B. myc-tag oder his-tag) . 
Bevorzugt handelt es sich dabei jedoch um eine regulative Pro- 
teinsequenz, wie z.B. ein Signal- oder Trans itpept id, das das 
GMP-Synthetase-Protein an den gewunschten Wirkort leitet. 

45 
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Zweckmafeigerweise sollten die erf indungsgema£en Promotor- und die 
Terminator-Regionen in Transkriptionsrichtung mit einem Linker 
oder Polylinker, der eine oder mehrere Restriktionsstellen fur 
die Insertion dieser Sequenz enthalt, versehen werden. In der Re- 
5 gel hat der Linker 1. bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 
6 Restriktionsstellen. Im allgemeinen hat der Linker innerhalb 
der regulator ischen Bereiche eine Gro&e von weniger als 100 bp, 
haufig weniger als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der erfindungs- 
gemaSe Promotor kann sowohl nativ bzw. homolog als auch fremdar- 
10 tig bzw. heterolog zur Wirtspflanze sein. Die erf indungsgemaSe 
Expressionskassette beinhaltet in der 5 ' -3 ' -Transkriptionsrich- 
tung den erf indungsgemaSen Promotor, eine beliebige Sequenz und 
eine Region fiir die transkriptionale Termination. Verschiedene 
Terminationsbereiche sind gegeneinander beliebig austauschbar . 

15 

Ferner konnen Manipulationen, die passende Restriktionsschnitt- 
stellen bereitstellen oder die iiberf liissige DNA oder Restrikti- 
onsschnittstellen entfernen, eingesetzt werden. Wo Insertionen, 
Deletionen oder Substitutionen wie z.B. Transitionen und Trans- 
20 versionen in Frage kommen, konnen In vl tro-Mutagenese, "primerre- 
pair", Restriktion oder Ligation verwendet werden. Bei geeigneten 
Manipulationen, wie z.B. Restriktion, "chewing-back" oder Auffiil- 
len von Uberhangen fiir "blunt ends" , konnen komplementare Enden 
der Fragmente fiir die Ligation zur Verfiigung gestellt werden. 

25 

Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pf lanzliche Polyadeny- 
lierungssignale, vorzugsweise solche, die im wesentlichen T-DNA- 
Polyadenylierungssignale aus Agr*oJbacter*ium tumeiraciens, ins- 
besondere des Gens 3 der T— DNA (Octopin Synthase) des Ti-Plasmids 
30 pTiACH5 entsprechen (Gielen et al., EMBO J. 3 (1984) 835 ff) oder 
funktionelle Aquivalente . 

Zur Transformation einer Wirtspflanze mit einer fiir eine GMP- 
Synthetase kodierenden DNA wird eine erf indungsgemaEe Expres- 

35 sionskassette als Insertion in einen rekombinanten Vektor einge- 
baut, dessen Vektor-DNA zusatzliche funktionelle Regulationssi- 
gnale, beispielsweise Sequenzen fiir Replikation oder Integration 
enthalt . Geeignete Vektoren sind unter anderem in "Methods in 
Plant Molecular Biology and Biotechnology" (CRC Press) , Kap. 6/7, 

40 S. 71-119 beschrieben. 

Die Ubertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pflanze wird 
als Transformation bezeichnet. Es werden dabei die beschriebenen 
Methoden zur Transformation und Regeneration von Pflanzen aus 
45 Pf lanzengeweben oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen 
Transformation genutzt. Geeignete Methoden sind die Protoplasten- 
transf ormation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Auf nahme , 
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der biolistische Ansatz mit der Genkanone, die Elektroporation, 
die Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger Losung, die 
Mikroinjektion und der durch Agrobacterium vermittelte Gentrans- 
fer. Die genannten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et 
5 al., Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1, 
Engineering and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und 
R. Wu, Academic Press (1993) 128-143 sowie in Potrykus Annu. Rev. 
Plant Physiol. Plant Molec.Biol. 42 (1991) 205-225) beschrieben. 
Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor 
10 kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans- 
formieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al . , Nucl. Acids Res. 
12 (1984) 8711) . 

Mit einer erfindungsgemafien Expressionskassette trans formierte 
15 Agrobakterien konnen ebenfalls in bekannter Weise zur Transforma- 
tion von Pflanzen, insbesondere von Kulturpf lanzen, wie Getreide, 
Mais, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerrube, Canola, Sonnenblume, 
Flachs, Hanf, Kartoffel, Tabak, Tomate, Raps, Alfalfa, Salat und 
den verschiedenen Baum-, NuS- und Weinspezies sowie Leguminosen 
20 verwendet werden, z.B. indem verwundete Blatter oder Blattstucke 
in einer Agrobakterienlosung gebadet und anschlieSend in geeigne- 
ten Medien kultiviert werden. 

Der Biosytheseort von Pyrimidinen ist im allgemeinen das Blattge- 
25 webe, so da£ eine blattspezif ische Expression des GMP-Synthetase- 
Gens sinnvoll ist. Es ist jedoch naheliegend, daS die Pyrimidin - 
Biosynthese nicht auf das Blattgewebe beschrankt sein mu£, son- 
dern auch in alien ubrigen Teilen der Pflanze beispielsweise in 
fetthaltigen Samen - gewebespezif isch erfolgen kann* 

30 

Daruberhinaus ist eine konstitutive Expression des exogenen GMP- 
Synthetase-Gens von Vorteil . Andererseits kann aber auch eine in- 
duzierbare Expression wiinschenswert erscheinen. 

35 Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und 

Klonierungstechniken konnen die erf indungsgemafien Expressionskas- 
setten in geeignete Vektoren kloniert werden, die ihre Vermeh- 
rung, beispielsweise in E. coli, ermoglichen. Geeignete Klonie- 
rungsvektoren sind u.a. pBR322, pUC-Serien, Ml3mp-Serien und pA- 

40 CYC184. Besonders geeignet sind binare Vektoren, die sowohl in E. 
coli als auch in Agrobakterien replizieren konnen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung 
einer erfindungsgemafien Expressionskassette zur Transformation 
45 von Pflanzen, Pf lanzenzellen, -geweben oder Pf lanzenteilen . 
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Vorzugsweise ist Ziel der Verwendung die Erhohung des GMP- 
Synthetase Gehaltes in der Pflanze. 

Dabei kann je nach Wahl des Promotors die Expression spezifisch 
5 in den Blattern, in den Samen oder anderen Teilen der Pflanze er- 
folgen. Solche transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut sowie 
deren Pf lanzenzellen, -gewebe oder -teile sind ein weiterer Ge- 
genstand der vorliegenden Erfindung. 

10 Die Erfindung wird durch die nun folgenden Beispiele erlautert, 
ist aber nicht auf diese beschrankt: 

Beispiele 

15 Gentechnische Verfahren, die den Ausfuhrungsbeispielen zugrunde 
liegen: 

Allgemeine Klonierungsverf ahren 

20 Klonieirungsverf ahren wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarose- 
Gelelektrophorese, Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nu- 
kleinsauren auf Nitrozellulose und Nylon Membranen, Verknxipfen 
von DNA-Fragmenten , Transformation von Escherichia coli Zellen, 
Anzucht von Bakterien und Sequenz analyse rekombinanter DNA wurden 

25 wie bei Sambrook et al . (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory 
Press: ISBN 0-87969-309-6) beschrieben durchgef uhrt . 

Sequenzanalyse rekombinanter DNA 

30 Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekule erfolgte mit einem 
Laserfluoreszenz-DNA-Sequenzierer der Firma ABI nach der Methode 
von Sanger (Sanger et al . (1977), Proc. Natl. Acad. Sci. USA74, 
5463-5467) . Fragmente resultierend aus einer Polymerase Kettenre- 
aktion wurden zur Vermeidung von Polymerasef ehlern in zu expri- 

35 mierenden Konstrukten sequenziert und tiberpriif t . 

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders erwahnt, 
in p. a. Qualitat von den Firmen Fluka (Neu-Ulm) , Merck (Darm- 
stadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) sowie Sigma (Deisen- 

40 hofen) bezogen. Losungen wurden mit aufbereitetem, pyrogenf reiem 
Wasser, im weiteren Text als H2O bezeichnet, aus einer Milli-Q 
Water System Wasserauf bereitungsanlage (Millipore, Eschborn) an- 
gesetzt. Restriktionsendonucleasen, DNA-modif izierende Enzyme und 
molekularbiologische Kits wurden von den Firmen AGS (Heidelberg) , 

45 Amersham (Braunschweig), Biometra (Gottingen). , Roche (Mannheim), 
Genomed (Bad Oeynhausen) , New England Biolabs (Schwalbach/Tau- 
nus), Novagen (Madison, Wisconsin, USA), Perkin-Elmer (Weiter- 
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stadt), Pharmacia (Freiburg) Qiagen (Hilden) und Stratagene (Hei- 
delberg) bezogen. Sie wurden, soweit nicht anders erwahnt, nach 
Herstellerangaben verwendet. 

5 Die im folgenden verwendeten Bakterienstamme (E. coli, XL-1 Blue) 
wurden von Stratagene bezogen. E. coli AT 2465 wurde bei dem coli 
genetic stock center (Yale University, New Haven) bezogen. Der 
zur Pf 1 an zentrans format ion verwendete Agrobakterienstamm (Agro- 
bacterium tumef aciens, C58C1 mit dem Plasmid pGV2260 oder 

10 pGV3850kan) wurde von Deblaere et al . beschrieben (Nucl. Acids 
Res. 13 (1985) 4777). Alternativ konnen auch der Agrobakterien- 
stamm LBA4404 (Clontech) oder andere geeignete Stamme eingesetzt 
werden. Zur Klonierung konnen die Vektoren pUC19 (Yanish-Perron, 
Gene 33(1985), 103-119) pBluescript SK- (Stratagene), pGEM-T 

15 ( Pr omega ) , pZerO (Invitrogen) , pBinl9 (Bevan et al . , Nucl. Acids 
Res. 12 (1984) 8711-8720) und pBinAR (Hofgen und Wi limit zer, Plant 
Science 66 (1990) 221-230) benutzt werden. 



Beispiel 1 

20 

Isolierung einer cDNA des guaA Gens, codierend fur eine GMP- 
Synthetase aus Tabak. 

Ein "expressed sequence tag" (EST) aus Arabidopsis thaliana (EST 
25 F14426), der auf einem partiellen Leseraster ein Polypeptid von 
68 Aminosauren mit 60 % Ahnlichkeit zu einer GMP-Synthetase aus 
Helicobacter pylori codiert, wurde 5 '-terminal ansequenziert . Von 
den 5'- und 3 '-terminalen Sequenzen wurden die Oligonukleotide 
5*-aag gat cca age tct aag acc eta tcc-3 x und 5*-tta gat ctt tat 
30 tec cat teg atg g-3 x fur die Amplif ikation durch Polymerase Ket- 
tenreaktion (PCR) eines 1000 bp cDNA-Fragments mit EST F14426 als 
Matrize in einem DNA-Thermal Cycler der Firma Perkin Elmer 
verwendet. Die Reaktionsgemische enthielten 0,1 ng/|il cDNA aus 
Tabak, 0 , 5 jiM der entsprechenden Oligonukleotide, 200 pM 
35 Nukleotide (Pharmacia), 50 mM KC1, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3 bei 
25°C, 1,5 mM MgCl 2 ) und 0.02 U/jXl Taq Polymerase (Perkin Elmer). 

Die Amplif ikationsbedingungen wurden wie folgt eingestellt: 

40 Anlagerungstemperatur : 52 °C, 1 min 

Denaturierungstemperatur : 92 °C, 1 min 

Elongationstemperatur : 72 °C, 1,5 min 

Anzahl der Zyklen: 30 



45 Das Fragment wurde zur Durchmusterung einer cDNA-Bibliothek aus 
Kallusgewebe von Nicotiana tabacum (Varietat Samsun NN) im Vektor 
ZAP Express eingesetzt. Dazu wurden 2,5 x 10 5 Lambda Phagen der 
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cDNA-Bibliothek auf Agarplatten itiit E. coli XLl-Blue als Bakte- 
rienstamm ausplattiert . Die Phagen-DNA wurde mittels Standard- 
verfahren (Sambrook et al. (1989); Cold Spring Harbor Laboratory- 
Press: ISBN 0=87969-309-6) auf Nitrocellulosef ilter (Gelman 
5 Sciences) uberftihrt und auf den Filtern fixiert. Als Hybridisie- 
rungssonde diente das oben beschriebene PCR-Fragment , das mit 
Hilfe eines "Multiprime DNA labelling systems" (Amersham Buchler) 
in Anwesenheit von (X- 32 P-dCTP (spezifische Aktivitat 3000 Ci/mmol) 
nach Herstellerangaben radioaktiv markiert wurde. Die Hybridisie- 

10 rung der Membranen erfolgte nach Prahybridisierung bei 60 °C in 3 
x SSPE, 0,1 % Natriumdodecylsulf at (w/v), 0,02 % Polyvinylpyrro- 
lidon (w/v), 0,02 % Ficoll 400 (w/v) und 50 mg/ml Kalbsthymus DNA 
fur 12-16 Stunden (Sambrook et al . (1989); Cold Spring Harbor La- 
boratory Press: ISBN 0-87969-309-6). AnschlieSend wurden die Fil- 

15 ter 60 Minuten in 2 x SSPE, 0,1 % Natriumdodecylsulf at (w/v) bei 
60 °C gewaschen. Positiv hybridisierende Phagen wurden durch Auto- 
radiographic sichtbar gemacht und durch Standardtechniken gerei- 
nigt und vereinzelt. 

20 Es konnten 13 hybridisierende Signale identif iziert und gereinigt 
werden. Nach Restriktionsanalyse wurden die Klone GMP-6 und 
GMP-7M zur doppelstr&ngigen Sequenzierung ausgewahlt. Die Auswer- 
tung der Sequenzdaten zeigte, da£ der Klon GMP-7M mit einer Lange 
von 1973 bp einen vollstandigen Leserahmen von 1614 bp enthielt, 

25 der fur ein Protein von 538 Aminosauren mit einem errechneten Mo- 
lekulargewicht von 60,1 KDa kodiert (SEQ-ID No. 1) . Vor dem anzu- 
nehmenden Start-Codon findet sich im gleichen Leserahmen ein 
Stop-Codon, was den Schlu£ zulaEt, da£ es sich mit GMP-7M um eine 
cDNA voller Lange handelt . GMP-7M stellt somit die erste pflanz- 

30 liche Voll&ngen-cDNA einer GMP- Synthetase dar. GMP-6 stellt einen 
partiellen Klon dar, der 5'-seitig um 217 Nukleotide gegenuber 
GMP-7M verkiirzt ist. GMP-7M weist Ahnlichkeiten zu GMP-Syntheta- 
sen aus Mikroorganismen und Tieren auf. Neben der auf EST F14426 
codierten partiellen AminosSuresequenz f inden sich keine weiteren 

35 Sequenzen aus Pf lanzen mit Homologie zu GMP-Synthetasen in den 
Datenbanken. Die gro&te Ahnlichkeit (62 %) besteht zu einer GMP- 
Synthetase aus Helicobacter pylori. Es fallt zudem auf, daS die 
Ahnlichkeiten zischen den C-Termini der GMP-Synthetasen grofeer 
sind als jene im Bereich der N-Termini. Der N-Terminus der GMP-7M 

40 Aminos&uresequenz korrespondiert mit den N-termini von GMP-Syn- 
thetasen aus anderen Organismen, wie E. coli und Synechocystis 
sp. (Tabelle 1) . GMP-7M weist keine ausgepragten Signal sequenzen 
auf (ermittelt durch Programm PSORT, Nakai, K. , Institute for Mo- 
lecular and Cellular Biology, Osaka University, Japan) was auf 

45 eine cytosolische Lokalisation des Proteins hinweisen konnte. 
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Sequenzgegenuberstellung von GMP-Synthetasen aus Nicotiana 
tabacum (guaA_N.t = GMP-7M) , Arabidopsis thaliana (guaA_est_A . t , 
Genbank Nr. F14426) ,. E.coli (guaA_e.c, Genbank Nr. 146276), Syn- 
echocystis sp. (guaA_syn, Genbank Nr. 1001583), Helicobacter py- 
lori (guaA_h.p, Genbank Nr. 3122166), Homo sapiens (guaA_human, 
Genbank Nr. 1708072) . 



10 

1 50 

guaA_N . t MEPQ TQAKKSNLVL ILDYGSQYTH LITRRIRSLS 

guaA_est_A . t - 

guaA__e.c m tenihkhril ildfgsqytq lvarrvrelg 

guaA_syn mttqipvppv vsdqalpdri sdrlkggiiv ildfgsqyse liarrirete 

guaA_h . p mil vldf gsqytq liarrlrerg 

^ a guaA_human -malcngdsk lenaggdlkd ghhhyegaw ildagaqygk vidrrvxelf 

51 100 

guaA_N.t IFSLTINGTS SLDSIKELDP RVIILSGGPH SVHADGAPCF PPGFIEYVES 

guaA_est_A. t - — - 

guaA__e.c vycelwawdv teaqirdfnp sgiilsggpe stteenspra pq. . . .yvf e 

20 guaA__syn vysevlsyrt taqqlreikp kgiilsggpn svydqgapec dp....eifq 

guaA_h . p iyteivpffe sieniqkkap kglilsggpa svyakdaykp sg....kifd 

guaA_huiuan vqseifplet pafaikeqgf raiiisggpn svyaedapwf dpa. ift 

101 150 

guaA_N . t RGIHVLGICY GLQLIVQKLG GWKIGEKHE YGRMEIEVGK KW GGL 

guaA_est__A. t 

5 guaA_e.c agvpvf gvcy gmqtmamqlg ghveasnere f gyaqvewn dsalvrgied 

guaA_syn lgvpvlgvcy gmqlmvkqlg grverakrge ygkaslhidd ptdlltnven 

guaA__h.p lnvpilgicy gmqylvdffg gwvganeqe fgkavleitq nsvifegv. . 

guaA_human igkpvlgicy gmqmmnkvfg gtvhkksvre dgvfnisvdn tcslfrglqk 

151 200 

30 guaA_N.t FGNTEIGDKQ WWMSHGDEA VKLPEGFEW ARSSQGAVAA IENRERRFYG 

guaA_est_A. t — — „ 

guaA_e . c altadgkpll dvwmshgdkv taipsdfitv astescpfai maneekrfyg 

guaA_syn dst mwmshgdsc vdlptgfeil ahtdntpcaa iadhqkalfg 

guaA_h.p kiks lvwmshmdkv ielpkgfttl akspnsphca iengk. .ifg 

guaAJiuman ee wllthgdsv dkvadgfkw arsgni.vag ianeskklyg 

35 201 250 

guaA_N . t LQYHPEVTHS TEGMRTLRHF LFDVCGVTAG WKMEDVLEEE IKVIKGMVGP 

guaA_est_A. t — , — - — ~~ 

guaA_e.c vqfhpevtht rqgmnnlerf vrdicqceal wtpakiidda varireqvg. 

guaA_syn vqfhpewhs vggialirnf vyhichcept wttaafiees irevrsqvg. 

guaA_Ji.p lqfhpewqs eeggkilenf allvcgcekt wgmqhfaqre iarlkekia. 

40 guaAJiuman aqfhpevglt engkvilknf lydiagcsgt ftvqnrelec ireikervgt 

251 300 

guaAJST.t EDHVICALSG GVDSTVAAKL VHKAIG.DRL HCVFVDNGLL RYKERERVME 

guaA_est_A. t — - . — . 

guaA_e.c ddkvilglsg gvdssvtaml lhraig.knl tcvfvdngll rlneaeqvld 

guaA_syn drrvllalsg gvdsstlafl lhraig.dnl tcmfidqgfm rkgeperlve 

4b guaAji.p nakvlcavsg gvdstwatl lhraik.dnl iavfvdhgll rknekervqa 

guaAJiuman s.kvlvllsg gvdstvctal Inralnqeqv iavhidngfm rkresqsvee 
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301 350 

guaAJN.t LFEK RLHLPVT CVDATEEFLS KLKGVTEPEM 

guaA_es t_A . t * — — 

guaA_e.c mfgd hfglniv hvpaedrfls alagendpea 

guaA_syn If dh qfhipvq yvnardrflk qlegvtdpee 

5 guaA_h.p mfkd. lkipln tidakevfls klkgvsepel 

guaA_human alkklgiqvk vinaahsfyn gtttlpisde drtprkrisk tlnmttspee 

351 400 

guaAJSI.t KRKIIGKEFI NIFDLFAHDV EEKVGKKPSY LVQGTLYPDV IESC...PPP 

guaA__es t_A . t — — ~ 

guaA_e . c krkiigrvfv evfd..eeal k...ledvkw laqgtiypdv iesaas . . . . 

10 guaA_syn krrlighefi qvfe..eesn r...lgpfdy laqgtiypdv iesadsnvdp 

guaAji.p krkiigetfi evfe..keak khhlkgkief laqgtiypdv iesvsv. . . . 

guaA_human krkiigdtfv ki..anevig emnlkpeevf laqgtlrpdl iesasl.... 

401 450 

guaA_N.t GSGRTHSHTI KSHHNVGGLP KDMKL. .KLI EPLKLLFKDE VRELGKILDI 

^5 guaA_est_A. t — 

guaA__e.c atgk. .ahvi kshhnvgglp kemkm. .glv eplkelfkde vrkiglelgl 

g\iaA_syn ktgervavki kshhnvgglp knlrf . . klv eplrklfkde vrklgrsigl 

guaA_Ji.p . . .kgpskvi kthhnvgglp ewmdf..kli eplrelfkde vrllgkelgv 

guaA_huirian .vasgkaeli kthhndteli rklreegkvi eplkdfhkde vrilgrelgl 

451 500 

20 guaA_N.t SEDFLKRHPF PGPGLAVRIP GDVTAGNSLD ILRQVDEIFI QSIRDAKIYD 

guaA_est_A.t — - 

guaA_e.c pydmlyrhpf pgpglgvrvl gevkk.eycd llrradaifi eelrkadlyd 

guaA_syn peeivrrhpf pgpglairii gevts.erln ilrdadfivr deiskrgiyh 

guaA_h.p sqdflmrhpf pgpglavril geise.skik rlqeadfifi eelkkanlyd 

guaA,__humaii peelvsrhpf pgpglairvi c.aeepyick dfpetnnilk ivadfsasvk 

25 

501 550 

guaA_N.t EIWQAFAVFL PVKTVGVQGD QRTHSHAVAL RA.VTSQDGM TADWYYFDFK 

guaA_es t__A . t — — aqgd kgtiphvgcp pcrlqaqvgl tadwfifehk 

guaA_e . c kvsqaftvfl pvrsvgvmgd grkydwwsl ra.vetidfm tahwahlpyd 

guaA_syn dywqafavll pirsvgvmgd krtyahpwl rf . itsedgm tadwarvpyd 

guaA_h.p kvwqafcvll nvnsvgvmgd nrtyenaicl ra.vnasdgm tasfsflehs 

3° guaA_human kphtllqrvk actteedqek lmqitslhsl nafllpiktv gvqgdcrsys 

551 600 

guaA_N.t FLDDVSRKIC NSVRGVNRVL LDITSKPPST I EWE 

guaA__est_A. t flddvsrkic nsvqgvnrw Iditskppst iewe 

guaA_e . c flgrvsnrii nevngisrw ydisgkppat iewe 

35 guaA_syn ileaisnriv nevkgvnrw yditskppgt iewe— 

guaA_h . p flekvsnrit nevsginrw yditskppgt iewe 

guaA_human yvcgisskde pdweslifla rliprmchnv nrwyifgpp vkepptdvtp 

601 650 

guaA_ N.t * — — 

guaA_est_A.t -~ 

40 guaA_e.c 

guaA_syn — — — * 

guaA_h . p ~ — ~ 

guaAjhuman tf lttgvlst lrqadf eahn ilresgyagk. isqmpviltp lhf drdplqk 
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651 700 

guaA_N . t — — 

guaA_est_A. t - 

guaA_e . c * — 

guaA_syn — — . 

5 guaA_h . p 1 — 

guaA_human qpscqrswi rtfitsdfmt gipatpgnei pvewlkmvt eikkipgisr 

701 716 

guaA_N . t — 

guaA__est_A . t 

guaA_e.c - 

m guaA_syn ~ 

guaA_h . p 

guaA__human imydltskpp gttewe 

Beispiel 2 
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Isolierung einer cDNA des guaA Gens, codierend fur eine GMP- 
Synthetase aus dem Moos Physcomitrella patens 



Aus mRNA verschieden alter Protoneinata von Physcomitrella patens 
wurde doppelstr&ngige cDNA erzeugt und zur Herstellung einer 
cDNA-Bank im Vektor pBluescript SKII verwendet ( lambda ZAP II RI 
Library construction Kit, Stratagene) . Einzelne Klone dieser Bank 
wurden ansequenziert . Die Sequenz des Klons 093-dll wies deutli- 
che Homologie zur GMP-Synthetase aus Aquifex aeolicus auf . Die 
vollstandige Sequenz von 093-dll wurde bestimmt , siehe SEQ-ID No. 
3. 093_dll weist eine Lange von 1232 Nukleotiden auf und codiert 
auf einem durchgehenden Leseraster fur 382 Amino saur en . Aus dem 
Vergleich mit GMP-7M geht hervor, daS es sich bei 093_dll um eine 
partielle cDNA handelt. Die Homologie zu GMP-7M betragt 66,7 % 
auf Nucleotidebene bzw. 74,6 % auf Aminos aureebene . 

Beispiel 3 



Funktionsnachweis fur GMP-7M durch Komplementation von E. coli 

Die GMP-7M cDNA wurde als Matrize fiir eine PCR mit den Oligonu- 
cleotiden 5 x -CCTAGCCATGGAACCTCAAAC— 3 v und 5 x -TATAGGATCCTACTTTG- 
GTCACC-3 % eingesetzt. Die Reaktionsgemische enthielten ca. 0,1 ng 
GMP-7M DNA, 0 , 5 JIM der entsprechenden Oligonukleotide, 200 |1M 
Nukleotide (Pharmacia), 50 mM KC1, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3 bei 
25 °C, 1,5 mM MgCl 2 ) und 0.02 U/^ll Pf u-Polymerase (Stratagene). 

Die Amplif ikationsbedingungen wurden wie folgt eingestellt: 



45 
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Anlagerungstemperatur : 
Denaturierungstemperatur : 
Elongationstemperatur : 
Anzahl der Zyklen: 



50 °C, 30 sec 

92 °C, 3 0 sec 

72 °C, 3 min 
25 



Das erhaltene Fragment von ca. 1670 bp wurde iiber die durch die 
Oligonukleotide eingefiigten Ncol- und BamHI-Schnittstellen in den 
Vektor pTrc99A (Pharmacia) ligiert. Das erhaltene Konstrukt 
GMP-7Trc wurde in den E.coli Stamm AT2465 ( genet ische Marker: 

10 thi-1, guaA21, relAl, X, spoTl) trans formiert und auf M9 -Minimal - 
medien (Sambrook et al. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory 
Press: ISBN 0-87969-309-6) mit und ohne 100 fig /ml Guanosin plat- 
tiert'. Die Minimalmedien enthielten 0,4 % Glucose, 0,2% Casami- 
noacids, 100 Ug/ml Thiamin, 100 ug/ml Inosin, 100 ug/ml Biotin, 

15 100 |ag/ml Histidin, 100 ug/ml Arginin, 100 ug/ml 2 '-Deoxyuridin, 
100 UM IPTG und 25 Ug/ml Ampicillin. Im Parallelexperiment wurde 
der Klonierungsvector P Trc99A in AT2465 transf ormiert . Es zeigte 
sich, daS nur die transf ormierten Bakterien zu einem Wachstum auf 
Minimalmedien ohne Guanosin fahig waren, die eine GMP-7M cDNA aus 

20 Tabak im Expressionsvektor pTrc 99 A enthielten (siehe Tab. 2), 
was stark darauf hinweist, da& die GMP-7M cDNA fur eine aktive 
GMP-Synthetase codiert . Das durch GMP-7M codierte Enzym stellt 
damit die erste aus Pflanzen isolierte funktionelle GMP- 
Synthetase dar. 



25 



Tabelle 2 

Wachstum von E. coli AT2465 transf ormiert mit verschiedenen Plas- 
miden nach 2 Tagen bei 37°C 



30 



35 





pTrc 99A + GMP-7M 


pTrc99A 


Minimalmedium ohne 
Guanosin 


+ 




Minimalmedium mit 
Guanosin (100 (xg/ml) 


+ 


+ 



Beispiel 4 

40 Uberexpression der GMP-Synthetase aus Tabak in E.coli und Erzeu- 
gung von Antikdrpern 

Zur Uberexpression in E.coli wurden durch PCR mit GMP-7M als Ma- 
trize und den Oligonukleotiden GMPA: 5 • -GCAATGGATCCTCAAACA- 
45 CAGGCG-3* und GMPB: 5 ' — AAAAGGATCCTACTTTGGTCACC-3 ' BamHI-Schnitt- 
stellen eingefuhrt, fiber welche das Fragment in den Vector pET15b 
(Novagen) kloniert werden konnte. Auf diese Weise wurde ein 
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GMP-7M-Leseraster mit Hexahistidin- Anker am N-Terminus erzeugt . 
Nach Kontrolle der korrekten Orientierung durch Restriktionsver- 
dau und Ausschlu£ von Polymerasef ehlern durch Sequenzierung, 
wurde das erhaltene Konstrukt GMP-7E in E. coli BL21(DE3) (Stra- 
5 tagene) transf ormiert . IPTG-induzierte Tageskulturen wurden durch 
Zentrifugation geerntet und die Zellpellets nach Hersteller- 
angaben zur Nickel-Af f initatschromatographie auf geschlossen und 
weiterbehandelt ( w Qia-Express-Kit" , Qiagen) . Auf diese Weise 
konnte die GMP-Synthetase auf mehr als 95 % Reinheit aufgereinigt 
10 werden. Das Protein wurde nach iiblichen Protokollen zur Erzeugung 
von Antiseren in Kaninchen verwendet (im Auftrag durchgefiihrt 
durch die Firma Eurogentec, Herstal, Belgien) . 

Beispiel 5 

15 

Expression der GMP-Synthetase aus Tabak in Baculovirus-inf izier- 
ten Insektenzellen 

Urn genugend aktive GMP-Synthetase fur die Massentestung von Che- 
20 mikalien zu erhalten, wurde aus GMP-7E mit BamHI ein 1,65 kb 
Fragment excisiert und in den Transf ervector pFastBacHTa (Gib- 
coBRL) kloniert. Das erhaltene Konstrukt GMP-7I wurde nach 
Herstellerangaben (GibcoBRL) zur Erzeugung von rekombinantem Ba- 
culovirus verwendet. Dieses Virus wurde nach Herstellerangaben 
25 (GibcoBRL) zur Infektion von Sf21 Insektenzellen genutzt, um ak- 
tive GMP-Synthetase zu erzeugen, deren Aktivitat nach AufschluS 
der Zellen in 50 mM Tris-HCl, pH 7,6, 10 mM KC1, 1 mM EDTA, 10 mM 
PMSF und Entsalzung des Extraktes liber eine Sephadex G-25-Saule 
(Pharmacia, Schweden) gemessen werden konnte. 

30 

Beispiel 6 

Erzeugung pflanzlicher Expressionskassetten 

35 Mit dem Ziel die GMP-Synthetase-Aktivitat in transgenen Tabak- 
pflanzen zu reduzieren, wurde die Antisense- und die Cosuppres- 
sionstechnik angewendet. Dazu wurden Plasmid-Konstrukte im Vektor 
pBinAR (Hofgen und Willmitzer, Plant Science (1990) 66, 221-230) 
erzeugt. Ein mit BamHI und Bglll aus GMP-7M erhaltenes Fragment 

40 von 1599 bp wurde in den mit BamHI geschnittenen Vector pBinAR 
ligiert. Das 1599 bp Fragment codiert den 5 % -terminalen Teil der 
GMP-Synthetase cDNA. Nach Transformation in E.coli XLl-blue 
erhaltene Klone wurden durch Kontrollschnitt mit Hindlll auf die 
Orientierung der 1599-Kassette untersucht. Auf diese Weise wurden 

45 die Plasmide pGMP7AS (antisense-Konstukt ) und pGMP7EX (sense-Kon- 
strukt) identif iziert , siehe Abbildung 2. 
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Beispiel 7 

Erzeugung und Analyse transgener Pflanzen 

5 Die Plasiriide pGMP7AS und pGMP7EX - siehe Abbildung 2 - wurden in 
Agrobacterium tumefaciens C58C1 :pGV2260 transf ormiert (Deblaere 
et al., Nucl. Acids. Res. 13(1984), 4777-4788). Zur Transforma- 
tion von Tabakpf lanzen (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) wurde 
eine 1:50 Verdiinnung einer Ubernachtkultur einer positiv trans- 

10 formierten Agrobakterienkolonie in Murashige-Skoog Medium (Phy- 
siol. Plant. 15(1962), 473) mit 2 % Saccharose (2 MS -Medium) be- 
nutzt. Blattscheiben steriler Pflanzen (zu je ca. 1 cm 2 ) wurden in 
einer Petrischale mit einer 1:50 Agrobakterienverdunnung fur 5-10 
Minuten inkubiert . Es folgte eine 2-tagige Inkubation in Dunkel- 

15 heit bei 25 °C auf 2MS-Medium mit 0,8 % Bacto-Agar. Die Kultivie- 
rung wurde nach 2 Tagen mit 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit 
weitergefiihrt und in wochentlichem Rhythmus auf MS-Medium mit 500 
mg/1 Claforan (Cef otaxime-Natrium) , 50 mg/1 Kanamycin, 1 mg/1 
Benzylaminopurin (BAP), 0,2 mg/1 Naphthylessigsaure und 1,6 g/1 

20 Glukose weitergefxihrt. Wachsende Sprosse wurden auf MS-Medium mit 
2 % Saccharose, 250 mg/1 Claforan und 0,8 % Bacto-Agar iiberfiihrt. 
Regenerierte Sprosse werden auf 2MS-Medium mit Kanamycin und Cla- 
foran erhalten, nach Bewurzelung in Erde tiberfuhrt und nach Kul- 
tivierung fur zwei Wochen in einer Klimakammer im 16 Stunden 

25 hell/ 8 Stunden dunkel -Rhythmus bei 60 % Luftfeuchte auf Fremdge- 
nexpression bzw. veranderte Metabolitgehalte und phanotypische 
Wachstumsmerkmale untersucht. Veranderte Nukleotidgehalte konnen 
z.B. nach der Methode von Stitt et al. (FEBS Letters, 145 (1982), 
217-222) bestimmt werden, 

30 

Die transgenen GMP- Synthase Antisense-Pf lanzen und ihre Folgege- 
neration waren durch ein vermindertes Wachstum im Vergleich zu 
WT-Kontrollpf lanzen und durch ein Ausbleichen der Sink-Blatter 
gekennzeichnet . Diese phanotypischen Veranderungen traten in 

35 einem friihen Wachs turns stadium auf (s. Abb. 3). In Pflanzen mit 
verringertem Wachstum konnte eine im Vergleich zum Wildtyp redu- 
zierte GMP-7M RNA-Menge in der Northern-Hydridisierung detektiert 
werden. Dazu wurden je 40 Jig Gesamt-RNA aus Sink-Blattern einge- 
setzt. Gesamt-RNA aus pflanzlichen Geweben wurde wie bei Logemann 

40 et al. (Anal. Biochem. 163 (1987), 21) isoliert. Fur die Analyse 
wurden jeweils 40 |Lig RNA in einem Formaldehyd-haltigen 1,5 %igen 
Agarosegel aufgetrennt uxid auf Nylon Membranen (Hybond, Amersham) 
iiberfuhrt. Der Nachweis spezifischer Transkripte wurde wie bei 
Amasino beschrieben durchgefiihrt (Anal. Biochem. 152(1986), 304). 

45 Es wurde eine spezifische c-DNA-Sonde des Antisense-Stranges er- 
zeugt. Hierzu wurde das Plasmid GMP-7M mit BamHI und Bglll ge- 
spalten und ein 1600 bp umfassendes Fragment isoliert. Far die 
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Markierungsreaktion wurde das Oligonukleotid; 5' -GAT ACG TCG TCA 
AGG AAC TTG-3 ' eingesetzt. Die Sonde wurde nach Standardmethoden 
hybridisiert , siehe Hybond-Benutzerhinweise, Amersham. Hydridi- 
sierungssignale wurden durch Autoradiographie mithilfe von X-OMAT 
5 AR Filmen der Fa. Kodak sichtbar gemacht. Es zeigte sich eine 
deutliche Korellation zwischen der Auspragung des Wachstumsphano- 
typs und einer Verringerung des GMP-7M RNA-Menge (Abb. 3) . 

Ferner konnte im Western-blot Experiment eine im Vergleich mit 
10 Wildtyppf lanzen verringerte Menge der GMP-Synthetase in den 

transgenen Linien detektiert werden. Dazu wurden Gesamtproteinex- 
trakte aus Sink-Blattern hergestellt, nach Standardmethoden in 
dern SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese separiert und auf Nitro- 
cellulose-Membranen transferiert . Die Detektion erfolgte mit 
15 einem IgG-alkalische Phosphatase-Konjugat und dem BCIP/NBT-System 
(Sigma) . 

Desweiteren konnte durch den in Beispiel 8 beschriebenen in vitro 
Assay eine verringerte GMP-Synthetase-Aktivitat in transgenen 
20 Linien mit verringertem Wachstum festgestellt werden. 

Der korrelative Zusammenhang zwischen Express ionsniveau sowie der 
Aktivitat der GMP-Synthetase und dem Wachstumsphanotyp la£t auf 
die Eignung der GMP-Synthetase als Target fur Herbizide schlie- 
25 Sen. 

Beispiel 8 

Testsysteme zur Messung der GMP-Synthetase-Aktivitat 

30 

Zur Messung der pflanzlichen GMP-Synthetase-Aktivitat konnen die 
nach Spector (Methods in Enzymology LI, 1978, 219-224) fiir tieri- 
sche Enzyme entwickelten Systeme verwendet werden. Im ersten Sy- 
stem wird die AMP-Bildung durch Kopplung der Reaktion mit AMP-Ki- 
35 nase, Pyruvat Kinase, Lactat-Dehydrogenase und Messung bei 340 nm 
ermoglicht. Das zweite System basiert auf dem direkten Nachweis 
des GMP (Guanosinmonophosphat) durch Einsatz des radioaktiv mar- 
kierten Substrats XMP (Xanthinmonophosphat ) und Auftrennung in 
der Dvinnschichtchromatographie. 

40 

Alternativ kann die GMP-Synthetase-Aktivitat auch uber ein neues 
System, namlich den gekoppelten Nachweis des entstehenden Gluta- 
mats gemessen werden. Dieses System bietet den Vorteil einer ge- 
ringeren Anzahl gekoppelter Reaktionsschritte und liefert groEere 
45 Signals tarken. 



WO 01/25457 



PCT/EP00/09245 



25 



XMP 



+ ATP + L-Glutamin + H 2 0 GMP ^ GMP + AMP + L-Glutamat + 



PP 



5 L-Glutamat + APAD + H 2 0 



GluDH 



Oxoglutarat + APADH + NH 4 + 



(GMP-S = GMP-Synthetase, GluDH = Glutamat -Dehydrogenase, APAD = 
3 -Ac e t y lpyr i din-Adenin -Dinuc 1 e o t i d ) 

10 Dazu wurde der Reaktionsansatz (s.u.) fur 60 Minuten bei 37°C 
inkubiert und die Reaktion durch 5-miniitige Inkubation bei 95°C 
gestoppt . Der Nachweis des gebildeten Glutamats erf olgte im Nach- 
weisansatz (s.u.) durch photometrische Messung der APADH- Zunahme 
bei 363 nm. 

15 

Reaktionsansatz : 



100 JIL 750 mM 

100 |1L 100 mM 

20 100 pX, 80 mM 

100 \LL 20 mM 

100 |IL 200 mM 

400 pli 

1 00 HL 

25 1000 \iL 

Nachweisansatz : 



Tris/HCl-Puf fer pH 7,8 

MgCl 2 

KC1 

XMP 

L-Glutamin 
H 2 0 

Proteinextrakt 



30 



375 
75 
125 
75 



35 



jLlL 
JiL 



750 |XL 



100 mM 
500 mM 

3 mM 



Tris-HCl-Puffer pH 8.0 

KC1 

H 2 0 

APAD 

des Reaktionsansatzes 



Beispiel 9 



Suche nach Inhibitoren der GMP-Synthetase Aktivitat 



40 Zur Suche nach Inhibitoren der GMP-Synthetase Aktivitat kann der 
in Beispiel 8 beschriebene in vitro Assay mit Hochdurchsatzmetho- 
den verwendet werden. Die GMP-Synthetase Aktivitat kann dazu aus 
Pf lanzengeweben prapariert werden. Bevorzugt kann eine pflanzli- 
che GMP-Synthetase in E.coli, Insektenzellen oder einem anderen 

45 geeigneten Express ions system exprimiert und anschlieSend angerei- 
chert oder isoliert werden. Auf diese Weise konnten bekannte 
Inhibitoren, wie 6-thio-XMP identif iziert werden. 
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Patentanspruche 



1. DNA-Sequenz, enthaltend die Kodierregion einer pflanzlichen 

5 GMP-Synthetase, dadurch gekennzeichnet, da& diese DNA-Sequenz 

die Nukleotidabfolge SEQ-ID No: 1 oder SEQ-ID No: 3 aufweist. 

2. DNA-Sequenzen, die mit der DNA-Sequenz SEQ-ID NO: 1 oder 
SEQ-ID No: 3 gema£ Anspruch 1 oder Teilen davon oder Deriva- 

10 ten, die durch Insertion, Deletion oder Substitution von die- 

sen Sequenzen abgeleitet sind, hybridisieren und fur ein Pro- 
tein kodieren, das die biologische Aktiviat einer GMP- 
Synthetase besitzt. 

15 3. Protein mit GMP-Synthetase-Aktivitat , enthaltend eine Amino- 
sauresequenz , die eine Teilsequenz von mindestens 100 Amino- 
sauren aus SEQ-ID NO: 2 oder 4 darstellt. 



4. Protein nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daS es als 
20 Aminosauresequenz die Teilsequenz 50 - 300 aus SEQ-ID NO: 2 

oder SEQ-ID No: 4 enthalt. 



5. Protein nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da£ es als 
Aminosauresequenz die in SEQ-ID NO: 2 oder SEQ-ID No: 4 dar- 

25 gestellte Sequenz enthalt. 

6 . Verwendung einer DNA-Sequenz nach Anspruch 1 oder 2 zur Ein- 
fiihrung in pro- oder eukaryontische Zellen, wobei diese Se- 
quenz gegebenenf alls mit Steuerelementen, die die Transkrip- 

30 tion und Translation in den Zellen gewahrleisten, verkniipft 

ist und zur Expression einer translatierbaren mRNA, die die 
Synthese einer pflanzlichen GMP-Synthetase bewirkt, fuhrt. 

7 . Verwendung einer DNA-Sequenz nach Anspruch 1 oder 2 zur Her- 
35 stellung eines Testsystems zur Identif izierung von 

Inhibitoren der pflanzlichen GMP-Synthetase mit herbizider 
Wirkung . 

8. Verfahren zum Auffinden von Substanzen, die die Aktivitat der 
40 pflanzlichen GMP-Synthetase inhibieren, dadurch gekennzeich- 
net, da£ in einem ersten Schritt unter Verwendung einer DNA- 
Sequenz nach Anspruch 1 oder 2 GMP-Synthetase hergestellt 
wird und in einem zweiten Schritt die Aktivitat der pflanzli- 
chen GMP-Synthetase in Anwesenheit einer Testsubstanz gemes- 

45 sen wird. 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , da£ die 
Messung der pflanzlichen GMP-Synthetase in einem High- 
Throughput-Screening (HTS) ausgefuhrt wird. 

5 10. Verfahren zur Identif izierung von Substanzen mit herbizider 

Wirkung, die die GMP-Synthetase Aktivitat in Pflanzen hemmen, 
bestehend aus 

a) der Herstellung von transgenen Pflanzen, Pf lanzengeweben, 
10 oder Pf lanzenzellen, die eine zusatzliche DNA-Sequenz co- 

dierend fur ein Enzym mit GMP-Synthetase Aktivitat ent- 
halten und in der Lage sind eine enzymatisch aktive GMP- 
Synthetase uberzuexprimieren; 

15 b) das Aufbringen einer Substanz auf transgene Pflanzen, 

Pf lanzenzellen, Pf lanzengewebe oder Pf lanzenteile sowie 
auf nicht-transf ormierte Pflanzen, Pf lanzenzellen, Pflan- 
zengewebe oder Pf lanzenteile; 

20 c) das Bestimmen des Wachs turns oder der Uberlebensf ahigkeit 

der transgenen und der nicht-transf ormierten Pflanzen, 
Pf lanzenzellen, Pf lanzengewebe oder Pf lanzenteile nach 
der Aufbringung der chemischen Substanz; und 

25 d) dem Vergleich des Wachstums oder der Uberlebensf ahigkeit 

der transgenen und der nicht-transf ormierten Pflanzen, 
Pf lanzenzellen, Pf lanzengewebe oder Pf lanzenteile nach 
der Aufbringung der chemischen Substanz; 

30 wobei die Unterdrtickung des Wachstums oder der Uberlebensf a- 

higkeit der nicht-transf ormierten Pflanzen, Pf lanzenzellen, 
Pf lanzengewebe oder Pf lanzenteile ohne jedoch das Wachstum 
oder die Uberlebensf ahigkeit der transgenen Pflanzen, Pf lan- 
zenzellen, Pf lanzengewebe oder Pf lanzenteile stark zu unter- 

35 drucken, belegt, daS die Substanz aus b) herbizide Aktivitat 

zeigt und die Enzymaktivit&t in Pflanzen inhibiert. 

11. Testsystem basierend auf der Expression einer DNA-Sequenz 
SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 nach Anspruch 1 oder 2 zur 

40 Identif izierung von Inhibitoren der pflanzlichen GMP- 

Synthetase mit herbizider Wirkung. 

12. Testsystem gemaS Anspruch 11 zur Identif izierung von 
Inhibitoren pf lanzlicher GMP-Synthetase, dadurch gekennzeich- 

45 net, da£ das Enzym mit einem zu untersuchenden Testsubstrat 

inkubiert und nach einer geeigneten Reaktionszeit die enzyma- 
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tische Aktivitat des Enzyms im Vergleich zur Aktivitat des 
nicht gehemmten Enzyms ermittelt wird. 

13. Inhibitoren pflanzlicher GMP- Synthetase . 

5 

14. Inhibitoren pflanzlicher GMP -Synthetase , identif iziert unter 
Verwendung eines Testsystems nach Anspruch 11 oder 12 . 

15 . Inhibitoren nach einem der Anspruche 13 oder 14 zur 
10 Verwendung als Herbizid. 

16. Verfahren zur Beseitigung von unerwiinschtem Pf lanzenvyaichs , 
dadurch gekennzeichnet , da£ die zu beseitigenden Pflanzen mit 
einer Verbindung behandelt werden, die spezifisch an GMP- 

15 Synthetase, codiert durch eine DNA-Sequenz nach Anspruch 1 

oder 2, bindet und deren Funktion inhibiert. 
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Abb. 3: 
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Abb. 4: 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> BASF Aktiengesellschaf t 

<120> GMP- Synthetase aus Pflanzen 

<130> DE 19947490.7 

<140> 0050-50777 
<141> 1999-10-01 

<160> 4 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 1973 
<212> DNA 

<213> Nicotiana tabacum 

<220> 

<221> CDS 

<222> (65) . . (1678) 

<400> 1 

gaattcggca cgagatttct ctctatcttt cttcctccca cccaccaccc accctcccct 60 

agca atg gaa cct caa aca cag gcg aag aaa tea aac etc gta eta ate 109 
Met Glu Pro Gin Thr Gin Ala Lys Lys Ser Asn Leu Val Leu lie 
15 10 15 

eta gac tac ggt tct cag tac act cac eta ate ace cgc cga ate cga 157 
Leu Asp Tyr Gly Ser Gin Tyr Thr His Leu lie Thr Arg Arg lie Arg 
20 25 30 

age eta tea att ttc tea etc ace att aac ggc ace tct teg tta gac 205 
Ser Leu Ser He Phe Ser Leu Thr He Asn Gly Thr Ser Ser Leu Asp 
35 40 45 

tec ata aaa gaa etc gac cca cgt gtc att ate etc teg ggt gga ccc 253 
Ser He Lys Glu Leu Asp Pro Arg Val He He Leu Ser Gly Gly Pro 
50 55 60 

cac age gtc cac get gac ggc gca ccg tgt ttc cca cct ggg ttc ate 301 
His Ser val His Ala Asp Gly Ala Pro Cys Phe Pro Pro Gly Phe He 
65 70 75 

gaa tac gtc gag tea cgt ggg att cac gtg ttg ggt ata tgt tat ggg 349 
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Glu Tyr Val Glu Ser Arg Gly lie His Val Leu Gly lie Cys Tyr Gly 
80 85 90 95 

ctg cag ttg att gtt cag aaa ctt ggc ggg gtt gtg aaa att gga gag 39 7 
Leu Gin Leu lie Val Gin Lys Leu Gly Gly Val Val Lys lie Gly Glu 
100 105 110 

aaa cat gag tat ggg aga atg gaa att gag gtt gga aag aat gtt gtt 445 
Lys His Glu Tyr Gly Arg Met Glu lie Glu Val Gly Lys Asn Val Val 
115 120 125 

ggg ggg ttg ttt ggg aat acg gaa att ggt gat aaa cag gtg gtt tgg 493 
Gly Gly Leu Phe Gly Asn Thr Glu lie Gly Asp Lys Gin Val Val Trp 
130 135 140 

atg age cac ggt gat gag get gtg aaa ttg ccg gaa ggg ttt gag gtt 541 
Met Ser His Gly Asp Glu Ala Val Lys Leu Pro Glu Gly Phe Glu Val 
145 150 155 

gtg gcg agg agt agt cag ggt get gtt get get att gag aat egg gaa 589 
Val Ala Arg Ser Ser Gin Gly Ala Val Ala Ala lie Glu Asn Arg Glu 
160 165 170 175 

egg agg ttt tat ggg ctg cag tat cat ccc gag gta acg cac teg act 637 
Arg Arg Phe Tyr Gly Leu Gin Tyr His Pro Glu Val Thr His Ser Thr 
180 185 190 

gaa ggg atg aga aca tta aga cac ttt ctg ttt gat gta tgt ggc gtt 685 
Glu Gly Met Arg Thr Leu Arg His Phe Leu Phe Asp Val Cys Gly Val 
195 200 205 

aca get ggc tgg aag atg gaa gat gtt ctg gag gaa gaa ata aaa gtt 733 
Thr Ala Gly Trp Lys Met Glu Asp Val Leu Glu Glu Glu He Lys Val 
210 215 220 

ate aaa ggt atg gtt gga cct gaa gat cac gtg att tgt get tta tct 781 
He Lys Gly Met Val Gly Pro Glu Asp His Val He Cys Ala Leu Ser 
225 230 235 

ggt ggt gtt gat tec aca gtt gca get aaa ttg gta cac aag get ate 829 
Gly Gly Val Asp Ser Thr Val Ala Ala Lys Leu Val His Lys Ala He 
240 245 250 255 

ggg gac agg ctt cac tgt gtt ttt gtt gat aat ggt eta tta agg tat 877 
Gly Asp Arg Leu His Cys Val Phe Val Asp Asn Gly Leu Leu Arg Tyr 
260 265 270 

aag gag aga gaa agg gtg atg gaa etc ttt gag aag cgc ctt cat ttg 925 
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Lys Glu Arg Glu Arg Val Met Glu Leu Phe Glu Lys Arg Leu His Leu 
275 280 285 

cct gtt acc tgt gtc gat get aca gaa gaa ttt etc age aaa eta aaa 9 73 
Pro Val Thr Cys Val Asp Ala Thr Glu Glu Phe Leu Ser Lys Leu Lys 
290 295 300 

ggc gta aca gaa cct gaa atg aag agg aaa at a att ggg aag gag ttc 1021 
Gly Val Thr Glu Pro Glu Met Lys Arg Lys lie lie Gly Lys Glu Phe 
305 310 315 

ate aac ata ttt gat ctt ttt gee cat gat gtg gag gaa aaa gta ggg 1069 
lie Asn lie Phe Asp Leu Phe Ala His Asp val Glu Glu Lys Val Gly 
320 325 330 335 

aaa aaa cct agt tac eta gtc caa gga acc ttg tat cct gat gta ata 1117 
Lys Lys Pro Ser Tyr Leu Val Gin Gly Thr Leu Tyr Pro Asp Val lie 
340 345 350 

gag tct tgt cct cca cct gga agt gga aga aca cat tct cat aca ate 1165 
Glu Ser Cys Pro Pro Pro Gly Ser Gly Arg Thr His Ser His Thr lie 
355 360 365 

aag age cat cat aat gtt gga ggt ctt cca aag gac atg aag ctg aag 1213 
Lys Ser His His Asn Val Gly Gly Leu Pro Lys Asp Met Lys Leu Lys 
370 375 380 

etc ate gag cca ctg aaa ctt eta ttc aag gat gag gtt cgt gaa ttg 12 61 
Leu He Glu Pro Leu Lys Leu Leu Phe Lys Asp Glu Val Arg Glu Leu 
385 390 395 

gga aag att ttg gat ata tct gag gac ttt ctt aaa cgc cac ccg ttc 1309 
Gly Lys He Leu Asp He Ser Glu Asp Phe Leu Lys Arg His Pro Phe 
400 405 410 415 

cct ggg ccc gga etc get gtg cga att cca ggt gat gtc aca gca ggg 1357 
Pro Gly Pro Gly Leu Ala Val Arg He Pro Gly Asp Val Thr Ala Gly 
420 425 430 

aat tec ttg gat att ctt cgt cag gtt gat gaa ate ttc att caa tea 1405 
Asn Ser Leu Asp He Leu Arg Gin Val Asp Glu He Phe He Gin Ser 
435 440 445 

ate aga gat get aaa ate tat gat gaa ata tgg caa get ttt get gtc 1453 
He Arg Asp Ala Lys He Tyr Asp Glu He Trp Gin Ala Phe Ala Val 
450 455 460 

ttc tta cca gtg aaa act gtt gga gta caa gga gac caa aga acc cat 1501 



WO 01/25457 



PCT7EP00/0924S 



Phe Leu Pro Val Lys Thr Val Gly Val Gin Gly Asp Gin Arg Thr His 
465 470 475 

tec cac get gtt gca ctt aga gca gtc aca agt caa gat gga atg act 1549 
Ser His Ala Val Ala Leu Arg Ala Val Thr Ser Gin Asp Gly Met Thr 
480 485 490 495 

gca gac tgg tac tac ttt gat ttc aag ttc ctt gac gac gta tea aga 1597 
Ala Asp Trp Tyr Tyr Phe Asp Phe Lys Phe Leu Asp Asp val Ser Arg 
500 505 510 

aag ate tgc aat agt gtt cgt ggt gta aat cga gtt ctg ctg gat att 1645 
Lys lie Cys Asn Ser Val Arg Gly Val Asn Arg Val Leu Leu Asp He 
515 520 525 

aca tea aag cct cca tea aca ate gaa tgg gaa taatttgtta taaagaatgc 1698 
Thr Ser Lys Pro Pro Ser Thr He Glu Trp Glu 
530 535 

tatatttggt gaccaaagta ggattctttt gtgatttttg gtgeataaca aaaaggaaga 1758 

aaatcataat agaaatttag gtccttttgt tatgtggtag aactggttct tgggtaatta 1818 

tgtgcaatgc tctcaacaat tttgtatgtt tatgggtatg atgataccaa attttactca 1878 

gatcttggta gtacattttt cttatccaag tatagtaaca tgtggccagg catcaaaagc 1938 

ctattccact caaaaaaaaa aaaaaaaaac tcgag 1973 



<210> 2 
<211> 538 
<212> PET 

<213> Nicotiana tabacum 
<400> 2 

Met Glu Pro Gin Thr Gin Ala Lys Lys Ser Asn Leu Val Leu He Leu 
15 10 15 

Asp Tyr Gly Ser Gin Tyr Thr His Leu He Thr Arg Arg He Arg Ser 
20 25 30 

Leu Ser He Phe Ser Leu Thr He Asn Gly Thr Ser Ser Leu Asp Ser 
35 40 45 

He Lys Glu Leu Asp Pro Arg Val He He Leu Ser Gly Gly Pro His 
50 55 60 
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Ser val His Ala Asp Gly Ala Pro Cys Phe Pro Pro Gly Phe He Glu 
65 70 75 80 

Tyr Val Glu Ser Arg Gly He His Val Leu Gly He Cys Tyr Gly Leu 
85 90 95 

Gin Leu He Val Gin Lys Leu Gly Gly Val Val Lys He Gly Glu Lys 
100 105 HO 

His Glu Tyr Gly Arg Met Glu He Glu Val Gly Lys Asn Val Val Gly • 
115 120 125 

Gly Leu Phe Gly Asn Thr Glu He Gly Asp Lys Gin val Val Trp Met 
130 135 140 

Ser His Gly Asp Glu Ala Val Lys Leu Pro Glu Gly Phe Glu Val Val 
145 " 150 155 160 

Ala Arg Ser Ser Gin Gly Ala Val Ala Ala He Glu Asn Arg Glu Arg 
165 170 175 

Arg Phe Tyr Gly Leu Gin Tyr His Pro Glu Val Thr His Ser Thr Glu 
180 185 190 

Gly Met Arg Thr Leu Arg His Phe Leu Phe Asp Val Cys Gly Val Thr 
195 200 205 

Ala Gly Trp Lys Met Glu Asp Val Leu Glu Glu Glu He Lys val He 
210 215 220 

Lys Gly Met Val Gly Pro Glu Asp His Val He Cys Ala Leu Ser Gly 



225 



230 235 240 



Gly Val Asp Ser Thr Val Ala Ala Lys Leu Val His Lys Ala He Gly 
245 250 255 

Asp Arg Leu His Cys Val Phe Val Asp Asn Gly Leu Leu Arg Tyr Lys 
260 265 270 

Glu Arg Glu Arg Val Met Glu Leu Phe Glu Lys Arg Leu His Leu Pro 
275 280 285 

Val Thr Cys val Asp Ala Thr Glu Glu Phe Leu Ser Lys Leu Lys Gly 
290 " 295 300 

Val Thr Glu Pro Glu Met Lys Arg Lys He He Gly Lys Glu Phe He 
305 310 315 320 
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Asn He Phe Asp Leu Phe Ala His Asp Val Glu Olu Lys Val Gly Lys 
325 330 335 

Lys Pro Ser Tyr Leu Val Gin Gly Thr Leu Tyr Pro Asp Val lie Glu 
340 345 350 

Ser Cys Pro Pro Pro Gly Ser Gly Arg Thr His Ser His Thr He Lys 
355 360 365 

Ser His His Asn Val Gly Gly Leu Pro Lys Asp Met Lys Leu Lys Leu 
370 375 380 

lie Glu Pro Leu Lys Leu Leu Phe Lys Asp Glu Val Arg Glu Leu Gly 
385 390 395 400 

Lys He Leu Asp He Ser Glu Asp Phe Leu Lys Arg His Pro Phe Pro 
405 410 415 

Gly Pro Gly Leu Ala Val Arg He Pro Gly Asp Val Thr Ala Gly Asn 
420 425 430 

Ser Leu Asp He Leu Arg Gin Val Asp Glu He Phe He Gin Ser He 
435 440 445 

Arg Asp Ala Lys He Tyr Asp Glu He Trp Gin Ala Phe Ala val Phe 
450 455 460 

Leu Pro Val Lys Thr Val Gly Val Gin Gly Asp Gin Arg Thr His Ser 
465 470 475 480 

His Ala val Ala Leu Arg Ala val Thr Ser Gin Asp Gly Met Thr Ala 
485 490 495 

Asp Trp Tyr Tyr Phe Asp Phe Lys Phe Leu Asp Asp Val Ser Arg Lys 
500 505 510 

He Cys Asn Ser val Arg Gly Val Asn Arg Val Leu Leu Asp He Thr 
515 520 525 

Ser Lys Pro Pro Ser Thr He Glu Trp Glu 
530 535 



<210> 3 
<211> 1232 
<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (3).. (1148) 

<400> 3 

ga att egg cac gag gec act agt acg cag ggt aat att gec get att 47 
lie Arg His Glu Ala Thr Ser Thr Gin Gly Asn lie Ala Ala lie 
15 10 15 



gaa aat gtg gat tec aga ate tac gec etc caa tac cat ccc gag gtt 
Glu Asn Val Asp Ser Arg lie Tyr Ala Leu Gin Tyr His Pro Glu Val 



20 25 30 



95 



acg cac tea gag aaa ggg aca gag act ttg aga cac ttt ttc ctg aat 143 
Thr His Ser Glu Lys Gly Thr Glu Thr Leu Arg His Phe Phe Leu Asn 
35 40 . 45 

gtc tgc ggc atg aag get gac tgg cag atg cag aat gtg ttg gag gaa 191 
Val Cys Gly Met Lys Ala Asp Trp Gin Met Gin Asn Val Leu Glu Glu 
50 55 60 

gag att aaa aag gtc act gcg acc gtc ggc cca gat gat cat gtt att 23 9 
Glu lie Lys Lys Val Thr Ala Thr Val Gly Pro Asp Asp His val lie 
65 70 75 

tgt gca etc tec ggg ggc gtg gac tea aca gta gca get act ctg gtg 287 
Cys Ala Leu Ser Gly Gly Val Asp Ser Thr Val Ala Ala Thr Leu val 
80 85 90 95 

cac cgt get att gga gat cgc ctt cat tgt gtg ttt gta gat aat ggc 335 
His Arg Ala lie Gly Asp Arg Leu His Cys Val Phe Val Asp Asn Gly 
100 105 110 

ctt tgc aga tac aag gaa aga gaa aga gtg atg gee aca ttt gtg aaa 383 
Leu Cys Arg Tyr Lys Glu Arg Glu Arg val Met Ala Thr Phe Val Lys 
115 120 125 

gac ctt cat ctg cca gtc act tgt gtg gat gec act gag cag ttt etc 431 
Asp Leu His Leu Pro val Thr Cys Val Asp Ala Thr Glu Gin Phe Leu 
130 135 140 

age aaa ttg aag ggc gtg gta gat cca gag aga aag agg aag ate ate 479 
Ser Lys Leu Lys Gly Val Val Asp Pro Glu Arg Lys Arg Lys lie lie 
145 150 155 

gga gca gag ttt att gca gtc ttt gat gaa ttt teg cac aga ttg gag 527 
Gly Ala Glu Phe He Ala Val Phe Asp Glu Phe Ser His Arg Leu Glu 
160 165 170 175 
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aga gag att gga aag atg cct get ttc ctt gtg cag gga aca ctt tat 575 
Arg Glu lie Gly Lys Met Pro Ala Phe Leu Val Gin Gly Thr Leu Tyr 
180 185 190 

cca gat gtc att gag teg tgt cct cct cca ggg age ggg aag teg cat 623 
Pro Asp Val lie Glu Ser Cys Pro Pro Pro Gly Ser Gly Lys Ser His 
195 200 205 

tec cac aca ate aaa agt cat cac aac gtc ggt ggc ttg ccc gag aac 671 
Ser His Tiir lie Lys Ser His His Asn Val Gly Gly Leu Pro Glu Asn 
210 215 220 

atg aaa ttg aag ttg gtt gag cct etc aag tgg etc ttc aaa gac gag 719 
Met Lys Leu Lys Leu Val Glu Pro Leu Lys Trp Leu Phe Lys Asp Glu 
225 230 235 

gta cgc gaa atg ggt gca ttg ttg gat gta cct gtt tec ttt ttg aag 767 
Val Arg Glu Met Gly Ala Leu Leu Asp val Pro Val Ser Phe Leu Lys 
240 245 250 255 

cgc cat cct ttc cct gga cct gga ttg gec gtg cga att ctt ggg gat 815 
Arg His Pro Phe Pro Gly Pro Gly Leu Ala Val Arg lie Leu Gly Asp 
260 265 270 

gta act cag gac ggc gca etc gac act ate cgc ttg gtt gat gag ate 863 
Val Thr Gin Asp Gly Ala Leu Asp Thr He Arg Leu Val Asp Glu He 
275 280 285 

ttt gtg aac age att cga gag gca ggt ctt tac gat aag ate tgg cag 911 
Phe Val Asn Ser He Arg Glu Ala Gly Leu Tyr Asp Lys He Trp Gin 
290 295 300 

gca ttt get gtt tat ctg cca gta aag act gtt ggc gtt caa ggc gac 959 
Ala Phe Ala Val Tyr Leu Pro Val Lys Thr Val Gly val Gin Gly Asp 
305 310 315 

aaa egg aca cat tea cac get gtt get eta cgt gca att aca agt gaa 1007 
Lys Arg Thr His Ser His Ala val Ala Leu Arg Ala He Thr Ser Glu 
320 325 330 335 

gac gga atg act get gac tgg ttt cat ttt gat gga aag ttt ctt gee 1055 
Asp Gly Met Thr Ala Asp Trp Phe His Phe Asp Gly Lys Phe Leu Ala 
340 345 350 

gag gta tea tct aaa ate tgc aac age gta agg ggt ate aat agg gtg 1103 
Glu Val Ser Ser Lys He Cys Asn Ser Val Arg Gly He Asn Arg Val 
355 360 365 
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gta tac gac att acg tct aaa cct cca tea act gtt gag tgg gaa 1148 
Val Tyr Asp lie Thr ser Lys Pro Pro Ser Thr Val Glu Trp Glu 
370 375 380 

tagaegtcag taatgtattt tggaagtact gttggttatg acgattcact gcaatactta 1208 

acaaactatt ttatacttca aaaa 1232 



<210> 4 
<211> 382 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 4 

He Arg His Glu Ala Thr Ser Thr Gin Gly Asn He Ala Ala He Glu 
15 10 15 

Asn Val Asp Ser Arg He Tyr Ala Leu Gin Tyr His Pro Glu Val Thr 
20 25 30 

His Ser Glu Lys Gly Thr Glu Thr Leu Arg His Phe Phe Leu Asn Val 
35 40 45 

Cys Gly Met Lys Ala Asp Trp Gin Met Gin Asn Val Leu Glu Glu Glu 
50 55 60 

He Lys Lys Val Thr Ala Thr Val Gly Pro Asp Asp His Val He Cys 
65 70 75 80 

Ala Leu Ser Gly Gly Val Asp Ser Thr val Ala Ala Thr Leu Val His 
85 90 95 

Arg Ala He Gly Asp Arg Leu His Cys val Phe Val Asp Asn Gly Leu 
100 105 110 

Cys Arg Tyr Lys Glu Arg Glu Arg Val Met Ala Thr Phe Val Lys Asp 
115 120 125 

Leu His Leu Pro Val Thr Cys Val Asp Ala Thr Glu Gin Phe Leu Ser 
130 135 140 

Lys Leu Lys Gly Val Val Asp Pro Glu Arg Lys Arg Lys He He Gly 
145 150 155 160 

Ala Glu Phe He Ala Val Phe Asp Glu Phe Ser His Arg Leu Glu Arg 
165 170 175 
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Glu He Gly Lys Met Pro Ala Phe Leu val Gin Gly Thr Leu Tyr Pro 



180 



185 190 



Asp Val 



lie Glu Ser Cys Pro Pro Pro Gly Ser Gly Lys Ser His Ser 



19 5 



200 205 



His Thr lie Lys Ser His His Asn val Gly Gly Leu Pro Glu Asn Met 



210 215 220 

Lvs Leu Lys Leu Val Glu Pro Leu Lys Trp Leu Phe Lys Asp Glu Val 
225 230 235 240 

Arg Glu Met Gly Ala Leu Leu Asp Val Pro Val Ser Phe Leu Lys Arg 
245 250 255 

His Pro Phe Pro Gly Pro Gly Leu Ala Val Arg He Leu Gly Asp Val 
260 265 270 

Thr Gin Asp Gly Ala Leu Asp Thr He Arg Leu Val Asp Glu He Phe 
275 280 285 

val Asn Ser He Arg Glu Ala Gly Leu Tyr Asp Lys He Trp Gin Ala 
290 295 300 

Phe Ala val Tyr Leu Pro val Lys Thr val Gly val Gin Gly Asp Lys 
305 310 315 320 

Arg Thr His Ser His Ala Val Ala Leu Arg Ala He Thr Ser Glu Asp 
325 330 335 

Gly Met Thr Ala Asp Trp Phe His Phe Asp Gly Lys Phe Leu Ala Glu 
340 345 350 

Val Ser Ser Lys He Cys Asn Ser val Arg Gly He Asn Arg Val val 
355 360 365 

Tyr Asp He Thr Ser Lys Pro Pro Ser Thr Val Glu Trp Glu 
370 375 380 
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(22) Internationales Anmeldedatum: 

21. September 2000 (21.09.2000) 

(25) Einreichungssprache: Deutsch 

(26) Veroffentlichungssprache: Deutsch 

(30) Angaben zur Prioritat: 

199 47 490.7 1. Oktober 1999 (01.10.1999) DE 



(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
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HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
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(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
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(72) Erfinder; und 
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Veroffentlicht: 

— mit internationalem Recherchenbericht 

(88) Veroffentlichungsdatum des intern ationalen 

Recherchenberichts: 20. Dezember 2001 

Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
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(74) Gemeinsamer Vertreter: BASF AKTIENGE- 
SELLSCHAFT; 67056 Ludwigshafen (DE). 



(54) Title: GMP SYNTHETASE DERIVED FROM PLANTS 
(54) Bezeichnung: GMP-SYNTHETASE AUS PFLANZEN 
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Ribose-5- 
Phosphat 
IMP 



NAD + +H 2 0 NADH+H* 
IMP - Dehydrogenase 



N 
I 



Ribose-5- 
Phosphat 
XMP 



Glutamin Glutamat 
+ ATP + AMP 

+ H 2 0 + PPi 

v 4 . 

GMP- Synthetase 



N 



N NH 2 



Ribose-5- 
Phosphat 
GMP 



(57) Abstract: The invention relates to a DNA that encodes a polypeptide that has GMP synthetase (EC 6.3.5.2) activity. The 
invention further relates to the use of said nucleic acid in the production of a test system. 

O 

£^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung belli fift eine DNA codierend fur ein Polypeptid mit GMP-Synthetase (EC 
^ 6.3.5.2) Aktivitat. Zudem betrifft die Erfindung die Verwendung dieser Nukleinsaure zur Herstellung eines Testsystems. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international searchreport has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) forthefollowingreasons. 
I. I 1 Claims Nos.: 

1 — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



13-15 

2. R£j Claims Nos.: 

because they relate to pans of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

see additional sheet FURTHER INFORMATION PCT/ISA/210 

3. | I Claims Nos.: 

' — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4< a \. 



Box D Observations where unity of invention is tacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found muhiple inventions in this international application, as follows: 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2 . [ | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee. this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. 1 I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
1 — 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I 1 No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant* s protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Claims Nos.: 13-15 

Present patent claims 13-15 relate to a product/a compound that is defined by a 
desirable peculiarity or property, namely GMP synthetase inhibitors. The patent 
claims therefore comprise all products etc. that have this peculiarity or property, while 
only a limited portion of such products etc. are supported in the description according 
to the terms of Article 5 PCT. In the present case, the patent claims lack the 
appropriate support and the patent application lacks the required disclosure to such 
an extent that a meaningful search encompassing the entire scope of protection 
sought seems impossible. Regardless of the above, the patent claims also lack 
clarity under Art. 6 PCT, since they try to define the product/method/compound by 
referring to the desired result. This lack of clarity is so grave that it makes a 
meaningful search covering the entire scope of protection impossible. Therefore, no 
search was carried out. 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims relating to 
inventions in respect of which no international search report has been established 
need not be the subject of an international preliminary examination (Rule 66.1(e) 
PCT). EPO policy, when acting as an International Preliminary Examining Authority, 
is normally not to carry out a preliminary examination on matter which has not been 
searched. This is the case, irrespective of whether or not the claims are amended 
following receipt of the search report (Article 19 PCT) or during any Chapter II 
procedure whereby the applicant provides new claims. 
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Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymboie ) 

IPK 7 C12N G01N 



Recherchierte aber nicbt zum Mindestpriifstoff gehdrende Veroffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der mternationalen Recherche konsuitierte etektronische Datenbank (Name der Oatenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , EMBL, WPI Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 3 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



DATABASE EMBL [Online] 

ACCESSION NO: F14426, 

20. Juli 1995 (1995-07-20) 

MORRIS, P.C., ET AL. : "A. thaliana 

transcribed sequence; clone YAY969; 3' 

end; similar to GMP Synthase; 

Saccharomyces cerevi si ae. " 

XP002167639 

das ganze Dokument 

DATABASE EMBL [Onl i ne] 

ACCESSION NO: AW041228, 

17. September 1999 (1999-09-17) 

D'ASCENZO M., ET AL.: "EST284092 tomato 
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-/- 



v Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 
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Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen : 
"A* Veroffentlichung. die den atlgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 



-E 



alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemationaten 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 



V Veroffentlichung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhafter- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentiichungsdatum einer 
anderen tm Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung. 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"p" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T Spatere Veroffentlichung, die nach dem iniernationafen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundefegenden Prinzips oder der ihr zugrundeitegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" VerStfentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verdffentfichung nicht als neu Oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Oatum des Abschlusses der internationalen Recherche 
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Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 
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Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie* 


Bezeichnung der Veroffenttichung. soweit ertorderlich unter Angabe der in Betracnt kommenden Teiie 


Betr. Anspruch Nr. 



X 
A 

P.X 



P,X 



EP 0 927 761 A (BASF A6) 
7. Juli 1999 (1999-07-07) 
SEQ ID NOS:10 und 11 



DATABASE EMBL [Online] 
ACCESSION NO: AC011622, 

11. Oktober 1999 (1999-10-11) 

LIN, X., ET AL.: "Arabidopsis thaliana 
chromosome 1 BAC F24D7 genomic sequence, 
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XP0O2167641 

/product="GMP synthase; 61700-64653" 

DATABASE EMBL [Online] 

ACCESSION NO: AW127061, 

24. Oktober 1999 (1999-10-24) 

QUATRANO, R. , ET AL. : " ga2Gf03.yl Moss 

EST library PPU Physcomitrella patens cDNA 

clone PEP_SOURCE_ID:PPUO21506 5' similar 

to TR:O66601 066601 GMP SYNTHASE. ; ,mRNA 

sequence. " 

XP002167642 

das ganze Dokument 

US 5 780 254 A (SUBRAMANIAN VENKI TESWARAN 
ET AL) 14. Juli 1998 (1998-07-14) 
das ganze Dokument 

US 5 780 253 A (SUBRAMANIAN VENKI TESWARAN 
ET AL) 14. Juli 1998 (1998-07-14) 
das ganze Dokument 

WO 95 27789 A (SYNTEX INC) 
19. Oktober 1995 (1995-10-19) 
das ganze Dokument 

WO 98 10074 A (BASF AG ;LERCHL JENS (DE); 
SONNEWALD UWE (DE); BADUR RALF (DE) ; SC) 

12. Marz 1998 (1998-03-12) 
das ganze Dokument 

WO 99 27119 A (NOVARTIS ERFIND VERWALT 
GMBH ;N0VARTIS AG (CH); GUYER CHARLES 
DAV1) 3. Juni 1999 (1999-06-03) 
das ganze Dokument 

WO 96 19576 A (CIBA GEIGY AG) 
27. Juni 1996 (1996-06-27) 
das ganze Dokument 
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1NTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/09245 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



GemaG Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 . Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. Pn Anspruche Nr. 13-15 

weil sie sich auf Teile der international Anmetdung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 

da(3 eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. Anspruche Nr. 

weii es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Reget 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die international Recherchenbehdrde hat festgesteltt, dafl diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . | I Da der Anmeider alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
i ' in 



2 



internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbertsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der erne 
zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. I 1 Da der Anmeider nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

I 1 internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4 I 1 Der Anmeider hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
1 — chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faflt: 



Bemerkungen hinsichtlich etnes Widerspruchs | j Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formbiatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



Internationales Aktenzeichen PCTY EP 00 /09245 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
AnsprLiche Nr.: 13-15 



Die geltenden Patentanspruche 13-15 beziehen sich auf ein Produkt/eine 
Verbindung/, jeweils charakterisiert durch eine erstrebenswerte Eigenheit 
Oder Eigenschaft, namlich 6MP synthetase Inhibitoren. Die Patentanspruche 
umfassen daher alle Produkte etc., die diese Eigenheit oder Eigenschaft 
aufweisen, wohingegen die Patentanmeldung Stutze durch die Beschreibung 
im Sinne von Art. 5 PCT fur keinen solchen Produkte etc. liefert. Im 
vorliegenden Fall fehlen den Patentanspriichen die entsprechende Stutze 
bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe, 
daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich 
unmoglich erscheint. Desungeachtet fehlt den Patentanspriichen auch die in 
Art. 6 PCT geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird, das 
Produkt/Verfahren/die Verbindung uber das jeweils erstrebte Ergebnis zu 
definieren. Auch dieser Mangel an Klarheit ist dergestalt, daB er eine 
sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich 
macht. Daher wurde keine Recherche durchgefuhrt 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspriichen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenberi cht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 65.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberi chtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fiir den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspriiche Nr. : 13-15 



Die geltenden Patentanspruche 13-15 beziehen sich auf ein Produkt/eine 
Verbindung/, jeweils charakterisiert durch eine erstrebenswerte Eigenheit 
Oder Eigenschaft, namlich GMP synthetase Inhibitoren. Die Patentanspruche 
umfassen daher alle Produkte etc., die diese Eigenheit Oder Eigenschaft 
aufweisen, wohingegen die Patentanmeldung Sttitze durch die Beschreibung 
im Sinne von Art. 5 PCT fur keinen solchen Produkte etc. liefert. Im 
vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende Stiitze 
bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe, 
daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich 
unmoglich erscheint. Desungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die in 
Art. 6 PCT geforderte Klarheit, naehdem in ihnen versucht wird, das 
Produkt/Verfahren/die Verbindung uber das jeweils erstrebte Ergebnis zu 
definieren. Auch dieser Mangel an Klarheit ist dergestalt, da8 er eine 
sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich 
macht. Daher wurde keine Recherche durchgefuhrt 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, Oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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We claim: 

1. A DNA sequence comprising the coding region of a plant GMP 
synthetase , wherein this DNA sequence has the nucleotide 
sequence SEQ-ID No: 1 or SEQ-ID No: 3. 



2 • A DNA sequence which hybridizes with the DNA sequence SEQ-ID 
IQ No: 1 or SEQ-ID No: 3 as claimed in claim 1 or parts thereof 

or derivatives derived from these sequences by insertion, 
deletion or substitution, and codes for a protein which has 
the biological activity of a GMP synthetase. 

15 3. A protein having GMP synthetase activity and comprising an 
amino acid sequence which represents a portion of at least 
100 amino acids of the sequence SEQ-ID No: 2 or 4. 



4. A protein as claimed in claim 3, which comprises as amino 

acid sequence the part-sequence 50 - 300 from SEQ-ID No: 2 or 
SEQ-ID No: 4. 



5. A protein as claimed in claim 4 r which comprises as amino 

acid sequence the sequence depicted in SEQ-ID No: 2 or SEQ-ID 
No: 4. 



6. The use of a DNA sequence as claimed in claim 1 or 2 for 
introduction into pro- or eukaryotic cells, this sequence 
39 optionally being linked to control elements which ensure 

transcription and translation in the cells, and leading to 
expression of a translatable mRNA which brings about the 
synthesis of a plant GMP synthetase. 



35 7. The use of a DNA sequence as claimed in claim 1 or 2 for 

producing an assay system for identifying inhibitors of plant 
GMP synthetase with a herbicidal action. 



8. A method for finding substances which inhibit the activity of 
40 plant GMP synthetase, which comprises in a first step using a 

DNA sequence as claimed in claim 1 or 2 preparing GMP 
synthetase, and in a second step measuring the activity of 
the plant GMP synthetase in the presence of a test substance. 

45 .... 

9. A method as claimed in claim 8, wherein the measurement of 

the plant GMP synthetase is carried out in a high throughput 
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screening ( HTS ) . 

A method for identifying substances with a herbicidal action, 
which inhibit the GMP synthetase activity in plants, 
consisting of 

a) preparation of transgenic plants, plant tissues, or plant 
cells which comprise an additional DNA sequence coding 
for an enzyme having GMP synthetase activity and are able 
to overexpress an enzymatically active GMP synthetase; 

b) application of a substance to transgenic plants, plant 
cells, plant tissues or plant parts and to untransf ormed 
plants, plant cells, plant tissues or plant parts; 

c) determination of the growth or survivability of the 
transgenic and untransf ormed plants, plant cells, plant 
tissues or plant parts after application of the chemical 
substance; and 

d) comparison of the growth or survivability of the 
transgenic and untransf ormed plants, plant cells, plant 
tissues or plant parts after application of the chemical 
substance; 

where suppression of the growth or survivability of the 
untransf ormed plants, plant cells, plant tissues or plant 
parts without, however, greatly suppressing the growth or the 
survivability of the transgenic plants, plant cells, plant 
tissues or plant parts demonstrates that the substance from 
b) shows herbicidal activity and inhibits the enzymic 
activity in plants. 

An assay system based on the expression of a DNA sequence 
SEQ-ID No. 1 or SEQ-ID No. 3 as claimed in claim 1 or 2 for 
identifying inhibitors of plant GMP synthetase with a 
herbicidal action. 

An assay system as claimed in claim 11 for identifying 
inhibitors of plant GMP synthetase, wherein the enzyme is 
incubated with a test substrate to be investigated and, after 
a suitable reaction time, the enzymatic activity of the 
enzyme is measured by comparison with the activity of the 
uninhibited enzyme. 
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13. An inhibitor of plant GMP synthetase. 

14. An inhibitor of plant GMP synthetase identified using an 
assay system as claimed in claim 11 or 12. 

5 

15. An inhibitor as claimed in either of claims 13 or 14 for use 
as herbicide. 

10 16. A method for eliminating unwanted plant growth, which 
comprises treating the plants to be eliminated with a 
compound which specifically binds to GMP synthetase encoded 
by a DNA sequence as claimed in claim 1 or 2, and inhibits 
the function thereof. 

15 
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